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KRATICE 
AGE – agarozna gelska elektroforeza 
CCK-8 – Cell Counting Kit-8 
cDNA – molekula DNA, ki jo pridobimo s prepisom iz RNA (ang. 'complementary DNA') 
circRNA – Krožna molekula RNA 
DMEM – ang. 'Dulbecco's Modified Eagle Medium' je najpogosteje uporabljeno gojišče za 
različne vrste celičnih linij 
DMSO – dimetil sulfoksid je kemikalija uporabljena za zamrzovanje celic 
DNA – deoksiribonukleinska kislina 
dNTP – nukleozid trifosfat, ki vključuje deoksiribozo 
DTT – ditiotreitol 
EDTA - Etilendiamintetraocetna kislina 
FBS – krvni serum teličkov (ang. 'fetal bovine serum') 
HCC – hepatokarcinom 
IRES – notranje mesto za vezavo ribosoma (ang. 'internal ribosome entry site') 
LB - Luria-Bertani mešanica za bakterijska gojišča 
LBA – LB gojišče z dodatkom ampicilina 
MicroRNA – miRNA – majhne nekodirajoče molekule RNA 
mRNA – sporočilna ali messenger RNA 
PBS – fosfatni pufer (ang. ' Phosphate-buffered saline') 
PCR – verižna reakcija s polimerazo (ang. 'polimerase chain reaction') je uporabljena za 
pomnoževanje DNA ali nekega želenega zaporedja v vzorcu 
PI – propidijev jodid 
Pol II – RNA polimeraza II 
Pre-mRNA - nedozorela molekula RNA, iz katere je za opravljanje njene funkcije 
sporočilne molekule RNA potrebno izrezati introne in odvečne eksone ter narediti 5' in 3' 
polarizacijo molekule; slednja je sestavljena iz tvorbe 5' kape molekule in poliadenilacije 3' 
konca molekule 
qPCR – znana tudi kot RT PCR je verižna reakcija s polimerazo v realnem času. Z dodatkom 
posebnih nukleotidov v PCR reakcijo lahko spremljamo kako hitro se količina DNA v 
vzorcu spreminja in tako ocenimo začetno količino DNA v vzorcu 
RBP – RNA-vezavni proteini (ang. 'RNA binding protein') 
XIV 
Jug O. Opredelitev vloge izbranih krožnih RNA v raku jeter. 
    Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij biotehnologije, 2020  
 
RCA – amplifikacija kotalečega kroga (ang. 'rolling circle amplification') 
RNA – ribonukleinska kislina 
SOC – ang. ' Super Optimal Broth' je bogato bakterijsko gojišče z dodatkom 20 mM glukoze 
TBE – pufer iz trisa, bora in EDTA 
UV – ultravijolična svetloba 
WHA – preverjanje hitrosti celjenja rane (ang. 'wound healing assay') 
WTS-8 – 2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H- etrazolijeva 
mononatrijeva sol 
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1 UVOD 
Hepatocelularni karcinom (HCC) je rak na jetrih, ki se razvije iz hepatocit, celic ki 
predominantno tvorijo ta organ. Posledično je tudi najpogostejša oblika raka na jetrih. HCC 
je večinoma posledica kopičenja poškodb, ki jih jetrom zadajo kronične infekcije z virusi 
hepatitisa B in C. Med glavnimi vzroki pa je tudi alkoholizem (Marra in sod., 2011). 
 V svetu po okužbah močno prevladujejo vzhodnoazijske države (Niino in Matsuda, 2019). 
Glede na podatke iz leta 2017 velja za drugi najpogostejši vzrok smrti zaradi raka med 
moškimi (Fitzmaurice in sod., 2019). Manj kot polovico bolnikov, ki imajo HCC, lahko 
zdravimo s kirurško odstranitvijo tumorja. Vzrok za to je tudi pozno pojavljanje simptomov 
in posledično pozna diagnoza (Han in sod., 2017). Kontrolni pregledi bolnikov, ki temeljijo 
na količini α-fetoproteina, pa so nezadovoljivi, saj imajo pozitivno napovedno vrednost nižjo 
od 50 % (Daniele in sod., 2004). Zato se iščejo novi načini diagnostike tega tumorja. V 
zadnjem času se kopičijo dokazi o korelaciji med HCC in krožnimi molekulami RNA  
(angl: circRNA) (Chen in sod., 2018; Fu in sod., 2017; Jiang in sod., 2018), zato obstaja 
možnost uporabe slednjih kot bioindikatorjev bolezni. 
Krožne RNA so bile prvič odkrite leta 1976, saj so nativna oblika viroida, ki sta ga 
preiskovala Singh in Sänger (Singh in Sänger, 1976). Kmalu so bile odkrite tudi v 
evkariontih (Hsu in Coca-Prados, 1979), vendar so bile hitro postavljene v ozadje kot napake 
pri transkripciji znotraj celice. Šele z odkritjem sekvenciranja RNA (RNA-seq) in 
napredkom bioinformatike v 21. stoletju, je bilo pokazano, da se veliko teh molekul nahaja 
v celicah in da imajo številne vloge (Meng in sod., 2017). 
Za razliko od linearnih molekul RNA imajo krožne RNA krožno strukturo vzdrževano s 
kovalentnimi vezmi. Oblika povečuje njihovo stabilnost in preprečuje razgradnjo, ki jo 
katalizira Ribonukleaza R (Chen in sod., 2018). Po številu lahko v določenih tkivih presegajo 
linearne RNA prepise istega gena tudi za 10x (Jeck in sod., 2013). Povečana stabilnost v 
kombinaciji z nezanemarljivim številom molekul in njihovim specifičnim izraženjem jih 
izpostavi kot potencialno ugodne bioindikatorje stanja v človeškem telesu. 
1.1 NAMEN IN POVOD DELA       
V sklopu magistrskega dela smo znotraj E. coli  namnožili plazmide, ki so vsebovali zapis 
za izbrano krožno RNA. Slednje smo nato izolirali in z njimi izvedli transfekcijo celičnih 
linij Huh7 in Hep-G2. Na katerih smo nato izvajali teste proliferacije in mobilnosti.  
Cilji naloge 
Cilj naloge je bil, da opredelimo vlogo izbranih krožnih RNA v kancerogenezi raka jeter. 
Opredelili smo učinke krožne RNA na proliferacijo in invazivnost celic. Pričakovali smo, 
da imajo krožne RNA, ki so nižje izražene v tumorjih raka jeter, vlogo zaviranja rasti 
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tumorjev in da bodo znižale proliferacijo ter invazivnost celic. Medtem ko smo, za krožne 
RNA s povišanim izražanjem v tumorjih raka jeter, pričakovali onkogeno vlogo, torej 
povišanje proliferacije in invazivnosti celic. 
Delovne hipoteze 
Povišano izražanje krožnih RNA vpliva oziroma spremeni proliferacijo celic. 
Povišano izražanje krožnih RNA vpliva oziroma spremeni invazivnost celic. 
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2 PREGLED OBJAV 
Za razliko od linearnih molekul RNA, ki se končajo s 5'-kapo in 3'-repom na drugi strani, so 
krožne RNA kovalentno zaprte krožne strukture brez 5'- ali 3'-polarnosti in brez 
poliadenilacijskega repa. Posledično je dotična oblika molekul RNA v času transkriptomskih 
analiz poliadeniliranih RNA ostala spregledana. S prihodom specifičnih biokemičnih in 
bioinformacijskih tehnik je bilo v različnih organizmih in različnih celičnih linijah odkritih 
veliko število krožnih RNA (Chen in Yang, 2015). 
2.1 SINTEZA KROŽNIH RNA 
Osnovni mehanizem odgovoren za biosintezo 
krožnih RNA vključuje t.i. povratno spajanje 
(angl. 'backsplicing'). 5'-konec prekurzorske 
mRNA (nedozorela molekula RNA, iz katere je 
za opravljanje njene funkcije sporočilne 
molekule RNA potrebno izrezati introne in 
odvečne eksone ter narediti 5'- in 3'-polarizacijo 
molekule) napade 3'-konec, ki deluje kot donor 
skupine. Uspešna kovalentna vezava povzroči 
tvorbo krožne molekule RNA (Barrett in sod., 
2015). 
Krožne RNA izhajajo iz prekurzorjev mRNA 
(ali informacijske RNA), ki jih prepiše RNA 
polimeraza II (Ashwal-Fluss in sod., 2014). 
Regulacija biosinteze krožnih RNA je odvisna 
predvsem od dveh dejavnikov. Prva so 
nekodirajoča zaporedja DNA, ki regulirajo 
transkripcijo genov v svoji bližini, imenovanih 
tudi cis-regulatorni elementi. Ti navadno 
delujejo tako, da se na njih veže specifičen transkripcijski faktor, ki inhibira ali ojača 
transkripcijo glede na svojo vlogo. V nekaterih primerih pa tudi sami cis-regulatorni 
elementi omogočajo nastanek krožnih RNA, saj zaradi njihove komplementarnosti lahko 
pride do zbližanja obeh koncev zaporedja, kar omogoči cirkularizacijo (slika 1). Drugi 
regulatorni dejavnik pa so trans-delujoči faktorji, torej geni, ki kodirajo transkripcijske 
faktorje, ki se vežejo na cis-regulatorne elemente. Z vezavo ustreznih regulatornih faktorjev 
lahko ponovno pride do zbližanja 5'- in 3'-koncev, kar poveča učinkovitost biosinteze 
krožnih RNA (Chen, 2016). 
Za tvorbo krožnih molekul RNA celica vseeno potrebuje klasičen nabor encimov in različne 
majhne jedrne RNA (imenovane izrezovalno-povezovalni kompleks), ki izvajajo 
Slika 1: Biosinteza krožnih RNA preko 
komplementarnih regij (Chen, 2016) 
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izrezovanje intronov v fazi dozorevanja mRNA. Poskusi so pokazali, da je prisotnost 
vezavnih mest, na katera se ta mehanizacija veže, nujna, da pride do uspešnega zvitja eksona 
v krožno molekulo RNA (Ashwal-Fluss in sod., 2014). Vendar dejanska vloga, ki jo ti 
encimi igrajo, še ni popolnoma znana (Chen, 2016). 
2.1.1 Biosinteza iz strukture zanke 
Zorenje RNA po transkripciji vključuje tudi izrezovanje nekaterih eksonov, čemur pravimo 
alternativno izrezovanje. Ta proces omogoča tvorjenje različnih molekul RNA iz istega 
gena. Hkrati pa je izrezani ekson lahko tudi vir nastanka krožne RNA, saj se pri izrezovanju 
eksona tvori zanki podobna struktura, znotraj katere se nahaja izločeni ekson. Znotraj zanke 
se nato tvori še en spoj med konci eksona. Na ta način nastane dvojna zanka. Prva zanka, ki 
vsebuje le ostanke intronskih regij, se razgradi. Druga zanka pa ob razgradnji prejšnje 
prevzame vlogo krožne RNA (Barrett in sod., 2015). 
2.1.2 Cis-regulatorni elementi 
Redke molekule krožnih RNA vsebujejo le en ekson. Večinoma so sestavljene iz dveh do 
treh eksonov (Zhang in sod., 2014). Vendar se je izkazalo, da ti eksoni ne vsebujejo 
nobenega specifičnega zaporedja, ki bi omogočilo nastanek povratnega spajanja. Za 
slednjega je pomembna le prisotnost mest za vezavo izrezovalno-povezovalnega kompleksa 
(Starke in sod., 2015). Vendar pa se izkaže, da najverjetneje obstajajo omejitve za minimalno 
dolžino krožnih RNA. Če krožna RNA vsebujejo le en ekson, je ta praviloma daljši, kot so 
eksoni v krožnih RNA sestavljenih iz več eksonov. Pokazano je bilo tudi, da lahko iz istega 
gena z različnim potranskripcijskim izrezovanjem dobimo različne molekule krožnih RNA 
(Zhang in sod., 2014).  
Regije, iz katerih se tvori krožna RNA, so 
pogosto obdane z introni, ki so sestavljeni iz 
komplementarnih zaporedij. Te omogočijo 
tvorbo dvoverižne RNA po transkripciji, s čimer 
se močno poveča učinkovitost nastanka 
povratnega spajanja (slika 1) (Liang in Wilusz, 
2014; Zhang in sod., 2014). Med zaporedji, ki 
omogočajo tvorbo dvoverižne RNA, je vredno 
izpostaviti ponavljajoče Alu elemente v DNA 
primatov, čeprav lahko dvoverižno RNA tvorijo 
tudi neponavljajoča se komplementarna 
zaporedja. Najkrajše zaporedje teh regij, pri 
kateri še pride do uspešne tvorbe dvoverižne 
RNA, je dolgo od 30 do 40 nukleotidov (Liang 
in Wilusz, 2014). Vendar daljša 
Slika 2: Alternativna cirkularizacija  
(Chen, 2016) 
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komplementarna zaporedja pomenijo večjo učinkovitost tvorbe krožnih RNA  
(Zhang in sod., 2014). Učinkovitost nastanka povratnega spajanja pa je odvisna tudi od 
kompeticije, med različnimi komplementarnimi regijami intronov. Na ta način lahko pride 
tudi do nastanka različnih krožnih RNA iz istega gena, kar se imenuje alternativna 
cirkularizacija (slika 2). Če pride do združevanja komplementarnih regij znotraj istega 
introna, pa to poveča tvorbo linearnih molekul RNA (Chen, 2016).  
Krožne RNA pa se tvorijo tudi v regijah, ki niso obdane s komplementarnimi zaporedji. Tam 
je cirkulacija lahko posledica delovanja cis-regulatornih elementov in transkripcijskih 
faktorjev ter encimov, ki se nanje vežejo (Chen, 2016). 
2.1.3 Regulacija z RNA-vezavnimi proteini (ali RBP) 
Med proteini so trenutne raziskave pokazale na tri kandidate, katerih prisotnost vpliva na 
tvorbo krožne RNA. 
Mbl (angl: muscleblind) je del izrezovalno-povezovalnega kompleksa, za katerega je bilo v 
organizmu D. melangaster pokazano, da 
regulira tvorbo krožne RNA iz lastne 
prekurzorske mRNA. V bližini gena je bilo 
identificiranih več vezavnih mest za mbl, ki 
so v kombinaciji z nadizražanjem proteina, 
povzročile povečanje cirkularizacije eksona 
(Ashwal-Fluss in sod., 2014). 
Drug protein, ki poveča tvorbo krožnih RNA, 
je QKI (angl. Quaking), ki je eden od 
alternativnih transkripcijskih faktorjev. Z 
vstavljanjem sintetičnih vezavnih mest za 
QKI v introne je prišlo do vidnega povečanja 
količine krožnih molekul RNA tudi v regijah, 
ki običajno tvorijo le linearne molekule. Za 
protein je značilno, da tvori dimere. Z vezavo 
na mesta v intronih, ki obdajajo ekson, bi 
tako lahko približali obe vezavni regiji 
skupaj, kar bi olajšalo nastanek povratnega 
spajanja (slika 3) (Conn in sod., 2015). 
Na RNA delujoča adenozin deaminaza 1 
(ADAR1) znižuje tvorbo  krožne RNA. To 
sledi predvsem iz funkcije, ki jo encim 
opravlja; ob vezavi na dvoverižno RNA 
Slika 3: Biosinteza krožne RNA s pomočjo 
proteinov (Chen, 2016) 
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pretvori adenozin v inozin. Slednje spremeni način parjenja nukleotidov in naredi RNA 
nestabilno. Zmanjšanje stabilnosti komplementarne vezave znotraj verige RNA pa zmanjša 
uspešnost nastanka povratnega spajanja (Rybak-Wolf in sod., 2014).  
V celicah pa je še veliko proteinov, ki se vežejo na molekule RNA. Raziskave na tem 
področju so redke. V prihodnosti bo tako pomembno tudi kateri od teh proteinov in kako 
vplivajo na tvorbo krožne RNA. 
2.2 TIPI KROŽNIH RNA 
Glede na del genoma, ki ga vsebujejo, delimo krožne RNA na 4 tipe (Meng in sod., 2017): 
➢ Večinski delež predstavljajo krožne RNA, ki vsebujejo le eksonske regije, ki nastajajo 
z načini opisanimi v poglavju 2.1. 
➢ Krožne RNA iz intronskih regij, sestavljajo tako introni, ki so sposobni samoizreza iz 
prekurzorske mRNA (introni tipa I), kot tudi introni, ki za izrezovanje potrebujejo 
proteine (introni tipa II). Kar pomeni, da lahko nastajajo tudi kot stranski produkt 
potranskripcijskih modifikacij prekurzorske mRNA. 
➢ Eksonsko-intronske krožne RNA so sestavljene tako iz eksonov kot intronov. Pri 
njihovem nastanku igrajo veliko vlogo ponavljajoča se zaporedja. 
➢ Intergenske krožne RNA pa so molekule RNA, ki se prepišejo iz nekodirajočih regij 
med geni. Vsebujejo GT-AC signalna zaporedja za vezavo izrezovalno-povezovalnega 
kompleksa. 
2.3 FUNKCIJA KROŽNIH RNA 
Naravna odpornost krožnih RNA na razgradnjo s strani eksonukleaz omogoči kopičenje teh 
stabilnih transkriptov v celicah.  Vendar nam za več kot 99 % teh molekul njihova funkcija 
ostaja neznanka (Wilusz, 2018).  
2.3.1 Vezava na DNA 
V rastlinah rodu Arabidopsis je bilo pokazano, da lahko pride do vezave krožne RNA na 
molekulo DNA (Conn in sod., 2017). Pogosto vezava poteče med RNA in genom, iz 
katerega izvira, tako da se tvori t.i. R-zanka. Lahko pa vezava poteče tudi s 
komplementarnim zaporedjem nekje drugje v genomu (Costantino in Koshland, 2015). 
Vezava je v primeru omenjene raziskave ovirala prepisovanje šestega eksona, kar je 
povzročilo, da se je preferenčno prepisovalo zaporedje, ki dotičnega eksona ni vsebovalo. 
Na ta način je krožna RNA regulirala transkripcijo s tem pa vplivala na fenotip rastline  
(Conn in sod., 2017). 
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Vezava molekule RNA na DNA zaporedje lahko poteče že med transkripcijo RNA 
molekule, ko je dvojna vijačnica s tem namenom razprta. Vezave med RNA in genom, ki se 
nahaja nekje drugje v genomu, pa potrebuje prisotnost drugih molekul, ki razprejo dvojno 
vijačnico. Najpogosteje to funkcijo opravljajo proteini, ki popravljajo napake v zaporedju 
DNA (Costantino in Koshland, 2015).  
Ko se molekula RNA veže na eno od razprtih verig molekule DNA, druga veriga molekule 
DNA ostane. To imenujemo R-zanka. Najpogosteje je prisotnost R-zanke povezana z 
napakami v DNA zaporedju, ki pogosto vodijo v različna bolezenska stanja  
(Groh in Gromak, 2014). Razkrite so bile tudi povezave z različnimi oblikami raka, saj 
nastanek R-zanke lahko prepreči prepisovanje ključnega zaviralca ali povzroči izražanje 
gena, ki bi moral biti utišan (Costantino in Koshland, 2015). 
Vendar R-zanke niso prisotne le ob bolezenskih stanjih. Vlogo lahko igrajo tudi pri regulaciji 
genov zdravih celic. Vezava molekule RNA lahko omogoči vezavo drugih transkripcijskih 
faktorjev. Poleg tega je bilo dokazano, da vezava RNA na območja bogata s C in G 
nukleotidi prepreči njihovo metilacijo in s tem prepreči utišanje gena, ki bi ga ta metilacija 
povzročila (Costantino in Koshland, 2015). Kakor pa je bilo pokazano tudi v raziskavi, lahko 
vezava molekule RNA omogoči alternativno transkripcijo gena, kar vpliva na fenotip 
organizma (Conn in sod., 2017). 
Krožna RNA se je pri teh funkcijah izkazala za bolj stabilno in bolj učinkovito od običajne 
linearne RNA z istim zaporedjem (Conn in sod., 2017). 
2.3.2 Vezava z mRNA 
Uspešna vezava molekule krožne RNA z molekulo mRNA še ni bila dokazana. Vendar se 
je izkazalo, da obstaja pozitivna korelacija med prisotnostjo krožne molekule RNA in 
povečanim prepisom mRNA iz istega gena (Ng in sod., 2016). V odsotnosti krožne RNA je 
prišlo do znatnega zmanjšanja produkta translacije mRNA. V raziskavi so izločili vplive 
dotične krožne RNA molekule na vse preostale elemente transkripcije in translacije na 
podlagi vezavnih mest, ki jih krožna RNA vsebuje, ter na podlagi njene lokacije v celici. Iz 
česar sledi, da obstaja direktna ali posredna povezava med krožno RNA in stabilnostjo 
opazovane mRNA molekule, kar vpliva na učinkovitost njenega prepisa (Ng in sod., 2016). 
Smiseln sklep bi bil, da ujemanje zaporedja med krožno RNA in ustrezajočo molekulo 
mRNA omogoča vezavo molekul med sabo. Nastala dvoverižna RNA molekula pa je bolj 
stabilna v celici, saj je odporna na razgradnjo s strani različnih eksonukleaz v celici  
(Meng in sod., 2017). 
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2.3.3 Vezava malih nekodirajočih molekul RNA 
Majhne nekodirajoče molekule RNA ali mikro RNA oz. skrajšano miRNA so endogena 
približno 23 nukleotidov dolga zaporedja, ki igrajo pomembno vlogo pri regulaciji genov. Z 
vezavo na molekulo mRNA zavirajo produkcijo proteina, ki ga molekula RNA kodira, ali 
pa povzročijo degradacijo same molekule mRNA (Bartel, 2009).  
Pokazano je bilo, da nekatere krožne RNA vsebujejo veliko število močno ohranjenih 
vezavnih mest za miRNA (Memczak in sod., 2013). Iz tega je možno sklepati, da z vezavo 
miRNA na ta vezavna mesta, slednje delujejo kot nekakšne vabe oz. gobe, ki vežejo 
molekule miRNA  in s tem zmanjšujejo njihovo število. Zmanjševanje števila miRNA v 
celici povzroči povečanje števila mRNA in posledično povečano translacijo proteina, ki ga 
molekula mRNA kodira. Na ta način ima celica, dostop do orodja, ki za daljše obdobje 
stabilizira količino mRNA v celici za specifičen protein. To doda dodatni nivo regulacije 
transkripcije znotraj celice, kar celici omogoča natančnejši nadzor nad količino translacije, 
ki poteka (Wilusz, 2018). 
2.3.4 Interakcije z RNA-vezavnimi proteini 
RBP regulirajo biosintezo krožnih RNA. Primer tega sta proteina Mbl (Ashwal-Fluss in sod., 
2014) in QKI (Conn in sod., 2015) omenjena v poglavju 2.3.1. Slednja omogočata nastanek 
povratnega spajanja pri nekaterih krožnih RNA in posledično vplivata na njihovo količino v 
celicah. Tudi za veliko število preostalih krožnih RNA se predvideva, da interagirajo z RBP. 
Vendar bioinformacijske analize zaporedij krožnih RNA niso pokazale tako velikega števila 
vezavnih mest kot za mRNA. Krožna struktura krožne RNA pa najverjetneje naredi 
povezavo med molekulo in proteinom še kompleksnejšo kot je bilo do sedaj predvidevano 
(Du in sod., 2017).  
Povezava med proteini in krožnimi RNA ni le enosmerna, ampak lahko tudi nukleinska 
kislina vpliva na delovanje proteinov v celici. Pokazana je bila povezava med krožno 
molekulo RNA imenovano circ-Foxo3 in dvema ključnima proteinoma za regulacijo 
celičnega cikla. V članku so pokazali, da circ-Foxo3 vsebuje več potencialnih vezavnih mest 
za proteine v celičnem ciklu. Preverjanje pa je pokazalo, da v celici prihaja do vezave dveh 
specifičnih proteinov na krožno RNA. To prepreči vezavo proteinov na nadaljnje molekule 
signalne kaskade, kar zavira prehod celice iz ene faze celičnega cikla v drugo. Poleg tega pa 
vezana proteina zaščitita krožne RNA pred razgradnjo s celičnimi encimi (Du in sod., 2016).  
V rakavih celicah se je izrazilo manj circ-Foxo3 kot v zdravih. Kar nakazuje ne le na 
sposobnost vezave krožne RNA na RBP, ampak tudi na njeno potencialno pozitivno vlogo 
v povezavi z rakom. Z zaviranjem celičnega cikla lahko zavira razrast bolezni. Prekomerno 
izraženje pa lahko celičen cikel popolnoma zaustavi (Du in sod., 2016). 
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Krožna molekula RNA pa lahko deluje tudi kot vaba za toksične RBP. Proteini, ki bi drugače 
povzročili degradacijo različnih molekul RNA v celici, se ob prisotnosti ustreznih krožnih 
RNA lahko vežejo nanje. To zaščiti druge RNA v celici in omogoča nadaljnje funkcioniranje 
celice (Armakola in sod., 2012). 
2.3.5 Translacija v proteine 
Večina znanstvene skupnosti je bila dolgo prepričana, da krožne RNA spadajo v skupino 
endogenih nekodirajočih molekul RNA. Vendar se je to spremenilo, ko je bilo dokazano, da 
se krožna molekula circ-ZNF609 lahko prepiše v protein, če vsebuje notranje mesto za 
vezavo ribosoma (imenovano tudi IRES) (Legnini in sod., 2017). Že pred tem so nekatera 
poročila kazala na možnost prevajanja krožnih RNA. Med prvimi dokazi je bila, podobno 
kot patogen s katerim je bila krožna RNA odkrita, virusna krožna RNA. Šlo je za virus 
hepatitisa delta. Vseboval je krožno RNA dolžine približno 1600 bp, ki je lahko kodirala 
protein dolžine 122 aminokislin (Kos in sod., 1986).  
Pot prepisovanja brez IRES zaporedja je dokazal poskus, ki je uporabil mehanizem podoben 
amplifikaciji kotalečega kroga (angl. 'rolling circle amplification' ali skrajšano RCA). 
Mehanizem se uporablja predvsem za pomnoževanje krožnih molekul DNA. Tam se 
plazmidu doda začetni oligonukleotid, kar omogoči vezavo proteinskega kompleksa, ki nato 
izvede pomnoževanje (Zhao in sod. 2008). V poskusu so sestavili lastno krožno RNA 
sestavljeno iz Kozak zaporedja, ki je zaporedje nukleotidov, ki deluje kot iniciacijsko mesto 
translacije proteinov v evkariontih, in večjega števila polipeptidnih proteinskih značk, ki so 
olajšale detekcijo. Inkubacija sintetičnih krožnih RNA v lizatu zajčjih celic je rezultirala v 
sintezi proteina, ki ga je bilo mogoče detektirati s protitelesi (Abe in sod., 2015). 
Ta odkritja dajejo krožnim RNA novo funkcijo in razkrivajo celotno novo področje 
raziskovanja krožnih RNA. Hkrati pa mečejo dvom na pripadnost krožnih RNA skupini 
nekodirajočih molekul RNA (Meng in sod., 2017). 
2.3.6 Povezava z nanodelci 
Za zdravljenje raka so močno zaželena zdravila z veliko specifičnostjo. Slednjo omogočajo 
tudi nanodelci, ki delujejo kot dostavljavci zdravil do rakavih celic v telesu. Ti delci lahko 
prehajajo preko membrane v celico, vendar iz citoplazme ne morejo preiti v celične organele 
kot so Golgijev aparat in jedro. Zato je z njimi smiselno dostavljati molekule, ki večinsko 
delujejo v citoplazmi. Dotična lastnost se izredno dobro ujema s krožnimi RNA, za katere je 
že bila pokazana določena mera sposobnosti zaviranja rasti tumorjev (Du in sod., 2017). 
Vezane na nanodelce, bi krožne RNA lahko uporabljali kot izredno specifična zdravila. 
Poskusi so že bili opravljeni na raku dojke in celjenju površinskih ran (Chen, 2016). 
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2.4  KROŽNE RNA IN RAK JETER 
Ključno vlogo pri izražanju različnih oblik raka igrajo genetski in epigenetski dejavniki, ki 
pa jih uravnavajo tudi krožne RNA. Raziskovalci so zato začeli opazovati izražanje krožnih 
RNA v bolezenskih stanjih. Opazili so spremenjeno izražanje tako pri različnih oblikah 
nevroloških in srčnih bolezni, diabetesu, arteriosklerozi kakor tudi raku (Jiang in sod., 2018). 
Spremenjeno izražanje je bilo zaznano tudi pri hepatocelularnem karcinomu (HCC) in je 
močno povezano z napredovanjem bolezni (Yao in sod., 2018). 
2.4.1 Delovanje krožne RNA kot vezavnega mesta za miRNA 
Krožne RNA imajo veliko število vezavnih mest, preko katerih lahko interagirajo z 
molekulami miRNA (Kulcheski in sod., 2016). Pokazano je bilo, da krožna RNA lahko 
regulira izražanje gena s pomočjo vezave specifičnih miRNA. Večje število študij pa je 
pokazalo, da so dotične interakcije prisotne tudi pri fenotipu HCC (Huang in sod., 2017; 
Shang in sod., 2016; Yu in sod., 2016). Slednje vplivajo na razvoj (Shang in sod., 2016), 
proliferacijo in invazivnost raka (Yu in sod., 2016) z vezavo specifičnih miRNA, ki zavirajo 
napredovanje te bolezni. Pokazano pa je bilo tudi, da preko vezave miRNA delujejo v 
signalni verigi znotraj celic, ki je ena ključnih za izražanje bolezenskega fenotipa  
(Zhu in sod., 2018). Lahko delujejo kot zaviralci HCC in je posledično njihova količina v 
rakavih celicah nižja kot v zdravih tkivih (Fu in sod., 2017). 
2.4.2 Krožne RNA kot biomarkerji 
Zaradi poznega pojava simptomov in nizke pozitivne napovedne vrednosti α-fetoproteinskih 
testov (Daniele in sod., 2004) so nujno potrebne nove diagnostične metode zaznave te oblike 
raka. Zgodnja zaznava raka lahko vodi v znatno podaljšanje dolžine življenja, medtem ko 
ima odkritje v kasnejših fazah visoko smrtnost, tudi če je ustrezno zdravljeno  
(Wörns in Galle, 2018). 
Krožne RNA imajo zelo kompleksen in tkivno-specifičen vzorec izražanja, poleg tega pa so 
obstojne dalj časa od običajnih molekul RNA, saj so odporne na razgradnjo z ribonukleazo 
R (Chen in sod., 2018). Njihove lastnosti jim omogočajo, da so potencialno ugodni biološki 
označevalci. Odkritih je bilo več kot 500 različnih krožnih RNA, ki se v hepatocelularnem 
tkivu izražajo drugače kot v okoliškem tkivu (Fu in sod., 2018). Različno izražanje krožnih 
RNA je bilo dokazano povezano s fenotipom bolezni. Povečanje izražanja krožne RNA 
hsa_circ_0005075 je povezano z razvojem HCC (Shang in sod., 2016), znižano izražanje 
hsa_circ_0007874 pa povezano z nižjo stopnjo preživetja bolnikov (Han in sod., 2017). 
Narejenih je bilo še veliko drugih raziskav, ki povezujejo različne krožne RNA z različnimi 
aspekti razvoja HCC (Guo in sod., 2017; Qin in sod., 2016; Yu in sod., 2018), vendar jih 
veliko ostaja še neodkritih in z neznano vlogo v razvoju raka. 
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Za namen diagnostike bi se krožne RNA izoliralo iz eksosomov bolnika pridobljenih s 
tekočinsko biopsijo. Na izolatu bi se nato izvedla verižna reakcija s polimerazo v realnem 
času (RT-PCR) z uporabo specifičnih začetnih oligonukleotidov, ki bi pomnoževali le 
opazovane krožne RNA. Na ta način bi ugotovili, koliko določene krožne RNA napram 
celokupni RNA je prisotno v vzorcu in posledično prisotnost ter stanje bolezni  
(Li in sod., 2015). 
2.4.3 Potencialne tarče zdravil 
Okužbe s hepatitisom tipa B in C so velik dejavnik za povečanje možnosti nastanka HCC 
(Fu in sod., 2018). Pri razmnoževalnem ciklu virusa hepatitisa C igra miRNA-122 eno od 
ključnih vlog. Raziskovalci so zato umetno ustvarili krožno molekulo RNA z vezavnimi 
mesti za miRNA-122 zaporedje. S predstavitvijo slednjih v celice, so predstavili gobo, ki 
nase veže veliko število miRNA in posledično zavira replikacijo virusa hepatitisa C v celici. 
Poleg tega pa se je izkazalo, da to tudi zavira translacijo dotičnega virusa (Jost in sod., 2018). 
Glede na dokazano se kaže, da bi lahko krožne RNA delovale tudi kot zdravila za vezavo 
nezaželenih miRNA. Poleg tega pa bi lahko bile tudi same tarča zdravil, ki bi povečale ali 
zmanjšale njihovo število glede na potrebe v celicah (Fu in sod., 2018). 
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3 MATERIALI 
V eksperimentalnem delu magistrske naloge smo uporabili sledeče kemikalije, encime 
(Preglednica1), materiale (Preglednica 2), naprave (Preglednica 3) ter bakterijske in celične 
linije (preglednici 4 in 5). 
Preglednica 1: Seznam uporabljenih kemikalij in encimov v vrstnem redu uporabe 
Kemikalija Proizvajalec 
10 × pufer Phusion NEB 
10 mM dNTP ThermoFisher 
DNA-polimeraza Phusion NEB 
25 mM MgCl2 ThermoFisher 
10 × pufer KCl NEB 
Etidijev bromid Sigma 
1x TBE Invitrogen 
GeneRulerTM 1 kb DNA ladder ThermoFisher 
6 × DNA Loading Dye ThermoFisher 
Restrikcijski encim BsiWI (10 U/µl) NEB 
10x pufer za restrikcijo NEB 
T4 DNA-ligaza (400 U/µl) NEB 
10 × T4 DNA ligacijski pufer NEB 
Tripton Biolife 
NaCl Merck 
Kvasni ekstrakt Biolife 
Agar Sigma 
Ampicilin Sigma 
DMEM Sigma 
Tripsin/EDTA Sigma 
Streptomicin Sigma 
Tripansko modrilo Sigma 
AccuStain Solution T NanoEnTek 
AccuStain Solution N NanoEnTek 
DMSO Sigma 
FBS Sigma 
Penicilin-streptomicin (10,000 U/ml penicilna in 10 mg/ml streptomicina v 0.9% NaCl) Sigma 
PolyJet™ DNA In Vitro Transfection reagent Sigma 
AlamarBlue™ Cell Viability reagent ThermoFisher 
Reagent CCK-8  Sigma 
Trizol Sigma 
RNaseZap™ RNase Decontamination Solution ThermoFisher 
Kloroform Sigma 
Izopropanol Sigma 
Etanol Sigma 
Glikogen Ambion 
Pufer DNAzeI Roche 
Encim DNAazeI Roche 
Prvo-verižni pufer ThermoFisher 
DTT ThermoFisher 
Reverzna transkriptaza SuperScript™ II ThermoFisher 
SYBR® Green I Sigma 
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Preglednica 2: Seznam uporabljenih materialov 
Material Proizvajalec 
Monarch® Plasmid Miniprep Kit NEB 
PureLink™ HiPure Midiprep kit ThermoFisher 
MinElute PCR Purification Kit QIAGEN 
Mikrocentrifugirke Eppendorf 
Nastavki za pipete Eppendorf 
Pipete Eppendorf 
Parafilm Bemis 
Optična folija Roche 
6-well plošče Eppendorf 
12-well plošče Eppendorf 
96-well plošče Eppendorf 
384-well plošče Eppendorf 
Krioviale TPP 
Mr. Frosty™ Freezing Container ThermoFisher 
Gojitvene flaške s površino 25 cm2 TPP 
Gojitvene flaške s površino 75 cm2 TPP 
Neubajerjeva komora Sigma 
Krovno steklo ThermoFisher 
Čip za štetje celic (Accuchip) NanoEnTek 
IBIDI silikonski vstavki IBIDI 
Preglednica 3: Seznam uporabljenih naprav 
Naprava Proizvajalec 
PCR aparat Thermo Scientific 
Elektroforezna naprava PowerpackTM Basic 
UV komora Uviteck 
ND-10 Nanodrop 
Termostat Eppendorf 
Stresalnik Tehtnica 
Inkubator Sanyo 
Centrifuga Tehtnica 
Brezprašna komora Iskra PIO 
Vodna kopel Memmert 
Vortex mešalnik IKA 
Lightcycler 480 Roche 
Sesalec supernatanta Millipore 
ADAM Digital BIO 
Epoch Biotek 
Mikroskop PAULA Leica Microsystems 
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Preglednica 4: Seznam uporabljenih bakterijskih celičnih linij 
Celična linija 
DHα 
TOP10 
Neb-stable 
Preglednica 5: Seznam uporabljenih sesalskih celičnih linij 
Celična linija 
Huh-7 
Hep-G2 
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4 METODE 
4.1 NAČRTOVANJE OLIGONUKLEOTIDNIH ZAČETNIKOV 
4.1.1 Začetni oligonukleotidi za preverjanje izražanja krožnih RNA (qPCR) 
Za namene analize prisotnosti krožnih RNA znotraj izbranih celičnih linij, kakor tudi končno 
preverjanje uspešnosti transfekcije sesalskih celičnih linij smo morali oblikovati začetne 
oligonukleotide, ki bodo specifično pomnoževali izbrane krožne RNA. Začetne 
oligonukleotide smo namerno izbrali tako, da pomnožujejo mesto povratnega spajanja, ki je 
značilno le za krožne RNA. Posledično smo pomnožili le krožne RNA in ne linearne mRNA 
iz istega genomskega odseka. 
S pomočjo spletne baze podatkov Circular RNA interactome (Circular RNA interactome, 
2019) in NCBI spletne strani za oblikovanje začetnih oligonukleotidov  
(Primer-BLAST, 2019) smo oblikovali divergente začetne oligonukleotide, ki so v mesto 
pomnoževanja zajeli mesto povratnega spajanja. Za razliko od običajno uporabljenih 
konvergentnih začetnih oligonukleotidov, je to par divergentnih oligonukleotidov na videz 
obrnjenih stran drug od drugega. Pomnožek med njima je tako navadno nemogoč ali izredno 
dolg. Do uspešnega oz. pomnoževanja predvidenega vmesnega odseka pride le, ko se 
zaporedji, katerim se začetna oligonukleotida prilegata, obrneta drug proti drugemu  
(Slika 4). Na ta način selekcioniramo le pomnoževanje molekul RNA, kjer je prišlo do 
povratnega spajanja in tako tvorbe krožne strukture.  
 
Slika 4: Delovanje divergentnih začetnih oligonukleotidov (Panda in Gorospe, 2018) 
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Pri izbiri ustreznih parov oligonukleotidov smo bili pozorni, da: 
➢ sta temperaturi prileganja obeh začetnih oligonukleotidov čimbolj podobni (ne več kot 
2 °C narazen), 
➢ je dolžina začetnih oligonukleotidov med 12 in 25 nukleotidov, saj to vpliva na 
specifičnost vezave in temperaturo prileganja, 
➢ je temperatura prileganja nekje med 55 in 62 °C, zaradi same izvedbe programa qPCR, 
➢ GC pari predstavljajo nekje med 40 in 60% zaporedja začetnega nukleotida, saj to 
povečuje specifičnost vezave in 
➢ če je mogoče, zaporedja začetnih oligonukleotidov na koncu vsebujejo G ali C, saj to 
povečuje njihovo specifičnost. 
Izbrana začetna oligonukleotida smo nato preverili še s spletnim orodjem, ki ga brezplačno 
ponuja IDT (ITD Oligo analiser, 2019), slednji preveri verjetnosti nastanka dimerov in 
tvorbe sekundarnih struktur. Zaporedja začetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabljali 
(vključno z normalizacijskimi geni), so prikazana v preglednici 6. 
Preglednica 6: Zaporedja smernih in protismernih začetnih oligonukleotidov za preverjanje izražanja 
RNA 
RNA Smerni začetni oligonukleotid Protismerni začetni oligonukleotid 
ACTB CCAACCGCGAGAAGATGA CCAGAGGCGTACAGGGATAG 
RPLP0 TGCATCAGTACCCCATTCTATCA AAGGTGTAATCCGTCTCCACAGA 
PPIB GGAGATGGCACAGGAGGAAA CCGTAGTGCTTCAGTTTGAAGTTCT 
hsa_circ_0001806 AAATTTCAGTGCTCCAGACAATGAAACATC ATCGTACGTCTTACCTGGGAGACACCATTTCACC 
hsa_circ_0004913 AAATTTCAGGGCTTTTGCCTGCACAC ATCGTACGTCTTACCTTGGTGATCAACGTAAGGC 
hsa_circ_0036044 AAATTTCAGCATCAGACAACAGTCAGCG ATCGTACGTCTTACTGGACATAGTAGAGAAACCCTTAGG 
4.1.2 Začetni oligonukleotidi za pomnoževanje zaporedij krožnih RNA (PCR) 
S pripravo teh začetnih oligonukleotidov smo imeli dva cilja. Uporabljali smo jih v vseh 
reakcijah pomnoževanja izbranega zaporedja, tudi za pomnoževanje zapisov krožne RNA iz 
cDNA celičnih linij s PCR. Za razliko od začetnih oligonukleotidov za krožne RNA so ti 
začetni oligonukleotidi konvergentni. Postavljeni so tako, da zajamejo celotno željeno 
sekvenco od začetka do konca krožne RNA. Poleg tega pa smo začetne oligonukleotide tudi 
rahlo modificirali, tako da se niso popolnoma ujemali z vezavnimi mesti na začetku in koncu 
izbranega zaporedja DNA. Namen tega je bil v pomnožke uvesti mesta za vezavo encimov, 
ki smo jih v kasnejših korakih uporabljali za kloniranje izbranega zaporedja v plazmid. 
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Za pripravo smo iz spletne podatkovne zbirke Circular RNA interactome  
(Circular RNA interactome, 2019) pridobili izbrano zaporedje krožne RNA. Na podlagi 
zaporedja smo nato z orodjem Primer3 (Primer3, 2019) oblikovali začetne oligonukleotide, 
ki se ujemajo z začetkom in koncem zaporedja. Pred začetek smernega začetnega 
oligonukleotida smo dodali zaporedje AAATTTCAG. Začetek zaporedja (AAAT) 
predstavlja vezavno mesto za encim SwaI, konec (CAG) pa mesto za izrezovanje RNA. Na 
konec protismernega začetnega oligonukleotida smo dodali zaporedje 
XYCGTACGTCTTAC. CGTACG znotraj zaporedja deluje kot vezavno mesto za encim 
BsiWI, TCTTAC pa kot mesto za izrezovanje RNA. X predstavlja katerikoli nukleotid, Y 
pa nadomešča C ali T. Oba encima, za katera smo tako ustvarili vezavna mesta, se nato 
uporabljata pri vključevanju inserta v plazmid v pravilni orientaciji. 
Izbrana začetna oligonukleotida smo nato preverili še s spletnim orodjem, ki ga brezplačno 
ponuja IDT (ITD Oligo analiser, 2019), slednji preveri verjetnost vezave začetnih 
oligonukleotidov samih nase in tvorbe sekundarnih struktur. BLAST začetnih 
oligonukletidov za določanje specifičnosti program izvede sam. 
Zaporedja pridobljenih začetnih oligonukleotidov so prikazana v preglednici 7. 
Preglednica 7: Zaporedja smernih in protismernih začetnih oligonukleotidov za pomnoževanje krožnih 
RNA 
Krožna RNA Smerni začetni oligonukleotid Protismerni začetni oligonukleotid 
hsa_circ_0001806 AAGATTTGCGCAGTGGACTCA GAGCATCCCTGCAAAAGGAC 
hsa_circ_0004913 AGCTCACTCTGACGGAACTTG ACGGACTGTTGTGTCTGCTG 
hsa_circ_0036044 CAACCAGCCTAAGGGTTTCTCT CTGCACTTGTTGTGGTGTCAA 
4.2 MOLEKULSKO KLONIRANJE 
4.2.1 Izolacija plazmidne DNA 
Izolacija plazmida temelji na alkalni lizi bakterijskih celic DHα, Top10 in NEB-stable, ki 
smo jih uporabljali za namnoževanje plazmida. Izolirali smo jo po navodilih proizvajalca 
kompleta Plasmid Miniprep kit (NEB). Za izolacijo in čiščenje DNA pred transfekcijo v 
sesalske celice pa smo uporabili PureLink™ HiPure Midiprep kit (ThermoFisher), ki poleg 
ostalih nečistoč odstrani tudi bakterijske endotoksine, ki bi lahko tranfeciranim celicam 
škodili. 
Na koncu smo izmerili koncentracijo DNA z merjenjem absorbance na Nanodrop ND-1000 
napravi. Absorbanco smo merili pri 260 nm in njeno čistost preverili z izračunom razmerij 
absorbanc pri 260 in 280 nm ter 260 in 230 nm. 
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Materiali: Monarch® Plasmid Miniprep Kit (NEB), PureLink™ HiPure Midiprep kit 
(ThermoFisher). 
4.2.2 Verižna reakcija s polimerazo (PCR) 
PCR smo uporabili za pomnoževanje DNA pred vnosom v plazmide, kakor tudi pri izvajanju 
PCR na osnovi kolonije, s čimer smo preverjali uspešnost vnosa plazmida v bakterijsko 
celico ter vnos zapisa za krožno RNA v plazmid. 
Za pridobivanje željenega zaporedja DNA smo kot osnovo uporabili v naprej pripravljeno 
knjižnico cDNA iz Huh-7 in Hep-G2 celičnih linij. Zaporedja, ki smo jih nato vnesli v 
plazmid pRR-circ (mag. kem. Rok Razpotnik, CFGBC), smo pomnoževali s polimerazo 
Phusion. Plazmid pRR-circ je namenjen za nadizražanje krožnih RNA in je modificiran 
plazmid pcDNA3.1 ZKSCAN1 (Kramer in sod., 2015).  Za preverjanje vsebnosti zapisov 
pa smo uporabili PCR s polimerazo Taq. Sestavne komponente za reakcijo s polimerazo 
Phusion in njihova razmerja so predstavljena v preglednici 8. Temperaturni profil izvedbe 
PCR pa je prikazan v preglednici 9. Postopek mešanja komponent je potekal na ledu, da se 
s tem zavira potek katerihkoli drugih procesov v mešanici. Polimeraze smo vedno dodajali 
na koncu, saj s tem zmanjšamo degradacijo oligonukleotidov s 3' → 5' eksonukleazno 
aktivnostjo. 
Preglednica 8: Uporabljene komponente za pomnoževanje zapisov z uporabo polimeraze Phusion 
Komponenta Volumski delež [µl] 
10x pufer Phusion HF 10 
dNTP (10 mM) 1 
Smerni oligonukleotid (10 µM) 2,5 
Protismerni oligonukleotid (10 µM) 2,5 
Plazmidna DNA (do 250 ng) X 
DNA-polimeraza Phusion (2000 U/ml) 0,5 
Voda 33,5 - x 
Preglednica 9: Temperaturni profil za pomnoževanje zapisov z uporabo polimeraze Phusion 
Število ciklov Faza Temperatura Čas 
1 Začetna denaturacija 98 °C 30 s 
35 
Denaturacija 98 °C 10 s 
Prileganje 
Specifično glede na izbrane 
začetne oligonukleotide 
30 s 
Podaljševanje 72 °C 30 s /kBP 
1 Dokončanje podaljševanja 72 °C 10 min 
1 Zaključek reakcije 4 °C ∞ 
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Sestavne komponente za reakcijo s polimerazo Taq in njihova razmerja so predstavljena 
v preglednici 10. Temperaturni profil izvedbe PCR pa je prikazan v preglednici 11. 
Preglednica 10: Uporabljene komponente za pomnoževanje zapisov z uporabo polimeraze Taq 
Komponenta Volumski delež [µl] 
dNTP (10 mM) 0,5 
Smerni oligonukleotid (10 µM) 0,5 
Protismerni oligonukleotid (10 µM) 0,5 
10 x Pufer KCl 2,5 
MgCl2 (25 mM) 1,5 
DNA-polimeraza Taq (500 U/ml) 0,125 
Bakterijska kolonija (vir DNA) / 
Voda 19,375 
Preglednica 11: Temperaturni profil za pomnoževanje zapisov z uporabo polimeraze Taq 
Število ciklov Faza Temperatura Čas 
1 Začetna denaturacija 95 °C 5 min 
30 
Denaturacija 95 °C 30 s 
Prileganje 
Specifično glede na izbrane 
začetne oligonukleotide 
1 min 
Podaljševanje 72 °C 1 min /kBP 
1 Dokončanje podaljševanja 72 °C 5 min 
1 Zaključek reakcije 4 °C ∞ 
Uspešnost izvedbe PCR smo nato dokazali z izvedbo agarozne gelske elektroforeze.  
Materiali: 10 mM dNTP (ThermoFisher), 25 mM MgCl2 (ThermoFisher), 10 × pufer KCl 
(NEB), 10 × pufer Phusion (NEB), DNA-polimeraza Phusion (NEB), DNA-polimeraza Taq 
(ThermoFisher), začetni oligonukleotidi (IDT). 
4.2.3 Izvedba agarozne gelske elektroforeze (AGE) 
1,2% zamrežen agarozni gel smo zmešali iz 0,9 g agaroze in  75 ml  1x TBE pufra. Mešanico 
smo nato dobro prevreli. Ko se je ohladila, smo ji dodali 4 µl etidijevega bromida (5 mg/ml) 
in prelili v vnaprej pripravljen kalup. S tipsom pipete smo odstranili vse mehurčke, ki so ob 
prelivanju nastali in gelu pustili 1 uro, da se ohladi. 
Gel smo nato prenesli v elektroforezno komoro in zalili z 1x TBE pufrom, dokler slednji ni 
prekril tudi gela na nosilcu. Vse vzorce se je pred nanosom zmešalo z nanašalnim pufrom  
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6 × DNA Loading Dye. V prvi žepek se je dodalo mešanico DNA z znanimi dolžinami 
imenovano 'označevalec velikosti' GeneRulerTM 1 kb DNA ladder.  
AGE je potekala pri 120 V približno 40 min oz. dokler barva nanašalnega pufra ni dosegla 
konca gela. Slednjega smo nato slikali v transiluminatorju pod UV svetlobo in tako preverili 
ali je prišlo do pomnožka pravilne velikosti. 
Materiali: etidijev bromid (Sigma), 1x TBE (Invitrogen), označevalec velikosti 
GeneRulerTM 1 kb DNA ladder (ThermoFisher), 6 × DNA Loading Dye (ThermoFisher). 
4.2.4 Restrikcija in ligacija inserta v plazmid 
Prvi korak vnosa inserta v plazmid je restrikcija PCR produkta in s tem izpostavitev vezavnih 
mest za ligacijo. Restrikcija je potekala z BsiWI encimom. Sestavne komponente za reakcijo 
so predstavljene v preglednici 12. Temperaturni režimi pa v preglednici 13.  
Preglednica 12: Uporabljene komponente za restrikcijo z BsiWI encimom 
Komponenta Volumski delež [µl] 
PCR produkt (cDNA) (do 500 ng) X 
10x Pufer NEB 3.1 2,5 
 Restriktaza BsiWI (10 U/µl) 0,5 
Voda 22-X 
Čiščenje pridobljenih produktov smo izvajali  po navodilih proizvajalca MinElute PCR 
Purification Kit (QIAGEN).  
Preglednica 13: Temperaturni režim za restrikcijo z BsiWI encimom 
Število ciklov Faza Temperatura Čas 
1 Restrikcija 55 °C 1 h 
1 Zaključek reakcije 4 °C ∞ 
Vzorce smo nato pomerili na napravi Nanodrop pri 260 nm, da smo pridobili koncentracijo 
in čistost produkta. Na podlagi pridobljenih podatkov smo preračunali koliko DNA dodati 
plazmidu. Izračune smo izvedli s pomočjo NEBioCalculator (NEB) spletne aplikacije 
(NEBioCalculator, 2019). Pripravili smo 50 ng rezane plazmidne DNA s koncentracijo 36,5 
ng/µl in jo v molarnem razmerju 1:3 zmešali s cepljenim insertom. Priprava negativne 
kontrole za transformacijo je potekala tako, da plazmidu nismo dodali inserta. Sestava 
komponent mešanice je predstavljena v preglednici 14, temperaturni režim pa v preglednici 
15. 
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Preglednica 14: Uporabljene komponente za ligacijo cepljenega vključka v plazmid 
Komponenta Volumski delež [µl] 
10 × T4 DNA ligacijski pufer 2 
T4 DNA ligaza (400 U/µl) 1 
PCR produkt oz. insert (50 ng) X 
Rezan plazmid (glede na preračun) Y  
 Voda 20 – X – Y 
Preglednica 15: Temperaturni režim za ligacijo cepljenega vključka v plazmid 
Število ciklov Faza Temperatura Čas 
1 Ligacija 25 °C 10 min 
1 Zaključek reakcije 4 °C ∞ 
Materiali: restrikcijski encim BsiWI (10 U/µl) (NEB), 10x pufer za restrikcijo (NEB), 
MinElute PCR Purification Kit (QIAGEN), T4 DNA-ligaza (400 U/µl) (NEB), 10 × T4 
DNA ligacijski pufer (NEB). 
4.2.5 Priprava gojišč 
Bakterije smo gojili na gojiščih osnovanih na podlagi Luria-Bertani (LB) mešanice. 
Tekoče gojišče smo pripravili iz triptona (10 g/l), NaCl (5 g/l) in kvasnega ekstrakta (5 g/l). 
Vse komponente smo raztopili v destilirani vodi in gojišče avtoklavirali 20 min pri 121 ºC 
in tlaku 1 bar. Ampicilin pa smo gojišču dodali pred uporabo. 
Za pridobivanje trdnega gojišča smo zgornji mešanici dodali agar (15 g/l). Po avtoklaviranju 
smo počakali, da je temperatura mešanice padla pod 60 °C in ji dodali ampicilin. Nato smo 
jo v brezprašni komori razlili v sterilne petrijevke. 
Končna koncentracija ampicilina v tekočih in trdnih gojiščih LBA je znašala 100 μg/ml. Obe 
gojišči smo hranili pri 4 ºC največ 1 mesec. 
Materiali: tripton (Biolife), NaCl (Merck), kvasni ekstrakt (Biolife), agar (Sigma), ampicilin 
(Sigma). 
4.2.6 Transformacija 
Za transformacijo smo uporabljali kemijsko kompetentne bakterijske celice E. coli, seva 
DH5α, Top10 in NEB-stable. Prehod plazmida v celico smo dosegli z uporabo 
temperaturnega šoka.  
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Vsi bakterijski sevi so bili hranjeni na -80 °C. Od tam smo jih prestavili na led za 30 min. 
Vsaki bakterijski koloniji smo dodali po 3 µl ligacijske mešanice (iz poglavja 4.2.4) in 
bakterije ponovno inkubirali na ledu 30 min. Za pozitivno kontrolo smo bakterijam namesto 
ligacijske mešanice dodali le prazen plazmid pRR-circ, negativno kontrolo pa je predstavljal 
rezan plazmid pRR-circ brez vključka. V primeru, da je pri negativni kontroli prišlo do 
nastanka kolonij, je to pomenilo, da ligacija ni bila specifična. Sledil je 45s dolg temperaturni 
šok na 42 °C, ki je omogočil, da so bakterije sprejele plazmid. Nato smo bakterije premaknili 
nazaj na led za 2 min. Dodali smo jim 900 µl SOC gojišča in jih postavili na stresalnik s 
temperaturo 37 °C in rotacijo 600 rot/min za 45 – 60 min. 
Pred nacepljanjem na plošče smo bakterije posedli s centrifugiranjem na 10 000 rot/min,  
2 min. Nato smo odsesali 900 µl gojišča in jih resuspendirali v preostanku. Uporabili smo  
50-100 µl gojišča, ki smo ga nato prenesli na ploščo in enakomerno razmazali s sterilno ezo.  
Sledila je inkubacija čez noč na 37 °C. 
Materiali: SOC (2% w/v triptona, 0.5 % w/v kvasnega ekstrakta, 10mM NaCl, 2.5mM KCl, 
10mM MgCl2, 10mM MgSO4 in 20mM glukoza). 
4.2.7 PCR na osnovi kolonije 
PCR na osnovi kolonije smo uporabljali, da smo selekcionirali bakterije, ki smo jih nacepili 
na trdna gojišča. Na gojišču smo s prisotnostjo ampicilinskega antibiotika že selekcionirali 
bakterije, ki so prejele plazmid in z njim rezistenco na antibiotik. S pomočjo PCR na osnovi 
kolonije pa smo preverili, katere od nastalih kolonij vsebujejo vneseno zaporedje za krožne 
RNA. 
Z nastavkom pipete smo se dotaknili kolonije in z njim prenesli bakterije v PCR mešanico, 
ki je vsebovala polimerazo Taq (iz koraka 4.2.2), nato pa še v viale, ki so vsebovale po 5 ml 
LB gojišča s selekcijskim antibiotikom. Plošče smo nato shranili v hladni sobi (4 °C). 
Bakterijske kolonije, v katerih smo s PCR reakcijo pokazali  prisotnost našega zaporedja, pa 
smo prenesli v inkubator na 37 °C in stresali čez noč. 
4.3 SESALSKE CELIČNE KULTURE 
Pri izvedbi magistrske naloge smo uporabljali dve celični liniji Huh-7 in Hep G2. Huh-7 je 
bila vzpostavljena leta 1982, tvorijo jo dobro diferencirane epitelijske tumorske celice, ki so 
jih izolirali iz 57-let starega japonskega moškega (Nakabayashi in sod., 1982). Celična linija 
Hep-G2 je nesmrtna celična linija izolirana iz jetrnega tkiva 15-letnega afro-američana z 
razvitim HCC. So netumorogene celice z epitelijsko morfologijo (Vinken in Rogiers, 2015). 
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4.3.1 Gojenje sesalskih celičnih kultur 
Uspešno gojenje sesalskih celičnih linij zahteva vzdrževanje ustreznih hranil, hormonov in 
rastnih faktorjev. Poleg tega pa je potrebno ohranjati tudi ustrezne fiziološke pogoje  
(pH, parcialni tlak O2 in CO2 ter temperaturo). Slednje uravnavamo z gojenjem v 
inkubatorju, ki zagotavlja stalno atmosfero in ustrezno temperaturo. Hranila, hormone, 
rastne faktorje in pH pa uravnavamo s pomočjo gojišča. Redno menjavanje slednjega 
vzdržuje pogoje za rast celic čimbolj optimalne. Gojenje celičnih linij poteka aseptično. 
V magistrski nalogi smo uporabljali človeški hepatocelularni celični liniji Huh-7 in Hep-G2. 
Obe celični liniji smo gojili v posodicah, ki imajo površino prevlečeno, da omogoča adhezijo 
celic. Uporabljali smo tako manjše kot večje posodice v obliki flašk, velik del poskusov pa 
smo izvajali tudi v ploščah s po 6, 12 in 24 vdolbinicami. Uporabljali smo gojišče DMEM, 
high glucose (angl. Dulbecco's Modified Eagle Medium) z dodatkom 10 % FBS  
(ang. 'fetal bovine serum') in antibiotikom 1% penicilin/streptomicin (kompletno gojišče). 
Slednji so preprečili pojavljanje okužb med gojenjem. Celice smo gojili na 37 °C v atmosferi 
s 5 % CO2 in 100 % nasičenostjo zraka z vodno paro. 
Gojili smo jih do konfluence 80-90%, ko smo jih redčili in presadili. Za ti. 'precepljanje' smo 
najprej odsesali medij. Nato smo celice dvakrat sprali s pufrom 1x PBS  
(ang. ' Phosphate-buffered saline'). Ko smo drugič odsesali PBS, smo na celice dodali 
raztopino 0,25 % tripsin/EDTA, ki v času 4 minutne inkubacije povzroči, da se celice 
odlepijo. Uporabili smo kompletni medij, da smo celice sprali s podlage. FBS v kompletnem 
mediju vsebuje komponente, ki popolnoma zaustavijo delovanje tripsina. Celice smo nato 5 
min centrifugirali na 700 rot/min in odsesali supernatant. Pelet smo nato resuspendirali v 
novem volumnu kompletnega medija in celice nacepili v novo gojitveno posodico in s 
kompletnim medijem dopolnili do ustreznega volumna. Končni volumen v gojitvenih 
posodicah T25 je bil 5 ml, T75 15 ml, posodicah z vdolbinicami pa po 3 ml (6 vdolbinic),  
2 ml (12 vdolbinic) in 1 ml (24 vdolbinic). Celične linije smo ohranjali v nizkih pasažah. 
Materiali: gojitvene posodice z obdelano površino 25 cm2 in 75 cm2 (TPP), gojitvene plošče 
s 6, 12 in 24 vdolbinicami (Eppendorf), nekompletno gojišče DMEM (3,7 g/l NaHCO3, 10 
mM Hepes, pH = 7,2) (Sigma), FBS (Sigma), tripsin/EDTA (Sigma), streptomicin (Sigma), 
PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH = 7,4). 
4.3.2 Štetje celic 
Celice smo šteli pod svetlobnim mikroskopom in s pomočjo avtomatskega števca ADAM. 
Štetje smo izvajali z namenom določanja količine celic, ki jih bomo prenesli v naslednjo 
gojitveno posodico, kakor tudi viabilnosti celic po izvedbi transfekcije. 
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4.3.2.1 Štetje celic pod svetlobnim mikroskopom 
Štetje celic pod svetlobnim mikroskopom je potekalo na Neubajerjevi komori. Suspenzijo 
celic smo dobro premešali z vibracijskim mešalnikom in na 10 µl mešanice dodali 40 µl 
tripanskega modrila. Slednje prehaja preko membran celic, a ga žive celice aktivno prečrpajo 
v okolico, kar pomeni da se z njim obarvajo le mrtve celice. Celotno mešanico smo ponovno 
dobro premešali na  mešalniku in jo dvakrat po 10 µl nanesli na rob krovnega stekla, ki smo 
ga namestili na Neubajerjevo komoro. 
Prešteli smo celice v vsakem kvadrantu in izračunali povprečje. Pri štetju smo bili pozorni, 
da smo se pri vsakem kvadrantu držali enakih pogojev, pod katerimi celice še spadajo pod 
kvadrant v katerem štejemo. 
Izračunali smo povprečje obeh duplikatov in preračunali število celic v originalnem vzorcu 
po formuli (1): 
𝑑 = 𝑁 × 𝑅 × 5 × 10^4              … (1) 
d – koncentracija živih celic v začetnem vzorcu 
N – prešteto število živih celic v Neubajerjevi komori 
R – redčitev 
 Materiali: Neubajerjeva komora (Sigma), tripansko modrilo (Sigma) 
4.3.2.2 Štetje celic z ADAM-MC™ Automatic Cell Counter 
Štetje celic z napravo ADAM-MC™ temelji na barvanju celičnih jeder s flourescentnim 
barvilom propidijevim jodidom (PI). Slednje ne more vstopati v celice z ohranjeno 
membrano in aktivnim metabolizmom. Posledično obarva le jedra neviabilnih celic. Za štetje 
z ADAM-MC™ se zato uporabljata dve raztopini. AccuStain Solution T vsebuje barvilo PI 
in mešanico za lizo celic. AccuStain Solution N pa vsebuje barvilo PI in pufer PBS. Ob 
dodatku raztopine T tako preštejemo vse celice v vzorcu, saj pride tudi do lize živih celic, 
katerih jedra se tako obarvajo. Raztopina N pa obarva le mrtve celice, kjer PI lahko prodre 
do jedra celic. 
Suspenzijo celic smo za štetje dobro premešali z uporabo vibracijskega mešalnika. Nato smo 
odvzeli dvakrat po 25 µl suspenzije in jo v eni mikrocentrifugirki zmešali s 25 µl raztopine 
N, ki obarva mrtve celice. V drugi mikrocentrifugirki pa smo vzorec zmešali s 25 µl 
raztopine T, ki obarva vse celice. Dvakrat po 12 µl vsake od mešanic smo nanesli na čip za 
štetje (Accuchip), ki je tako vključeval duplikat mešanice vzorca z vsakim od barvil. Čip 
smo nato ustavili v napravo ADAM-MC™. Slednja je na podlagi flourescence jeder preštela 
število vseh celic v vzorcu in odštela število mrtvih celic obarvanih z raztopino T, da smo 
pridobili število živih celic. 
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Materiali: Accuchip (NanoEnTek), AccuStain Solution T (NanoEnTek), AccuStain Solution 
N (NanoEnTek). 
4.3.3 Zamrzovanje in odmrzovanje celičnih kultur 
V času, ko poskusi ne tečejo, shranjujemo sesalske celične linije v vialah v zamrzovalnih 
skrinjah na -80 °C. Ob zamrzovanju suspenziji celičnih linij dodamo krioprotektant 
dimetilsulfoksid (DMSO), ki prepreči tvorbo kristalov znotraj celice in tako poškodbe 
membrane. Vendar spojina deluje citotoksično, zato je potrebno korake po odmrzovanju 
izvajati hitro in kriprotektant čimbolj razredčiti. 
4.3.3.1 Zamrzovanje celičnih kultur 
Najprej smo pripravili krioviale, od katerih smo v vsako dodali po 100 µl DMSO (10 %). 
Celice smo nato odlepili po protokolu za precepljanje celičnih kultur (glej poglavje 4.3.1) in 
jih 5 min centrifugirali na 700 rot/min. Pelet smo raztopili v 100 % FBS. Od slednjega smo 
po 900 µl prenesli v vsako pripravljeno kriovialo in dobro premešali z nastavkom za pipeto. 
Tako napolnjene krioviale smo prenesli v škatlo napolnjeno z izopropanolom 
(ThermoFisher) in slednjo postavili v skrinjo na -80 °C. 
Materiali: krioviale (TPP), DMSO (Sigma), FBS (Sigma), tripsin/EDTA (Sigma), PBS (137 
mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH = 7,4), Mr. Frosty™ 
Freezing Container (ThermoFisher). 
4.3.3.2 Odmrzovanje celičnih kultur 
Vsa uporabljena gojišča smo pred začetkom protokola v vodni kopeli segreli na 37 °C. 
Celične linije smo iz -80 °C prenesli na sobno temperaturo in pazili, da se le delno odtalijo 
preden smo dodali 2-kratni volumen DMEM gojišča glede na volumen celične suspenzije v 
viali. Razlog hitrega redčenja je citotoksičnosti DMSO v sedaj odtajanem vzorcu. Ko je bila 
celotna vsebina krioviale dobro razredčena, smo vzorec centrifugirali na 1000 rot/min za  
5 min. Nato smo odsesali supernatant in celice resuspendirali v kompletnem mediju. Nato 
smo jih prenesli v gojitveno posodico in dopolnili do ustreznega volumna s kompletnim 
medijem. 
Materiali: gojitvene posodice z obdelano površino 25 cm2 in 75 cm2 (TPP), nekompletno 
gojišče DMEM (3,7 g/l NaHCO3, 10 mM Hepes, pH = 7,2) (Sigma), FBS (Sigma),  
penicilin-streptomicin (10000 U/ml penicilna in 10 mg/ml streptomicina v 0.9% NaCl)  
(Sigma). 
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4.4 TRANSFEKCIJA SESALSKIH CELIČNIH LINIJ 
Za namene magistrske naloge smo transfekcijo izvajali s PolyJet™ DNA In Vitro 
Transfection reagent. Slednji deluje na podlagi tehnologije sinteznih polimerov. V 
kombinaciji s plazmidno DNA PolyJet™ DNA In Vitro Transfection reagent tvori ovoj okoli 
plazmida. Celice slednjega preko endocitoze sprejmejo in PolyJet™ reagent v citoplazmi 
razgradijo, plazmid pa se prenese v jedro (slika 5). 
 
Slika 5: Grafični prikaz delovanja regenta PolyJet™, prilagojeno po http://signagen.com/In-Vitro-DNA-
Transfection-Reagents/SL100688/PolyJet-DNA-In-Vitro-Transfection-Reagent (11.04.2020) 
4.4.1 Optimizacija generičnega protokola transfekcije sesalskih celičnih linij z uporabo 
PolyJet™ DNA In Vitro Transfection reagent 
Generični protokol transfekcije se uporablja za vse tipe celic, ki so manj občutljive na 
transfekcijski reagent. V primeru, ko s tem protokolom nismo bili uspešni, smo prešli na 
protokol za celične linije, ki jih je težko transfecirati. Za uspešno transfekcijo sesalskih celic 
smo poleg protokola optimizirali več drugih pogojev transfekcije. 
Celice smo nasadili na gojitvene plošče z vdolbinami 24 ur pred izvedbo transfekcije in jih 
inkubirali v atmosferi, nasičeni z vodno paro in 5 %  CO2 na 37 ºC, da so dosegle konfluenco 
70-80%. Število nacepljenih celic je moralo zadoščati za nadaljnjo nasajanje na gojitvene 
plošče s 96 vdolbinami. Celice smo šteli z ADAM-MC™ Automatic Cell Counter. Eno uro 
pred začetkom izvedbe PolyJet™ DNA In Vitro Transfection protokola smo vsem celicam 
zamenjali medij s svežim kompletnim medijem. Za vsako vdolbinico na gojitveni plošči, ki 
je vsebovala celice, smo nato razredčili plazmidno DNA v 50 µl nekompletnega DMEM in 
dobro premešali s pipetnim nastavkom. Nato smo v drugi mikrocentrifugirki zmešali regent 
PolyJet™ s 50 µl DMEM. Takoj po mešanju smo celotni volumen druge mikrocentrifugirke, 
ki vsebuje reagent PolyJet™ prenesli v prvo mikrocentrifugirko, ki vsebuje plazmidno DNA. 
Novo nastalo mešanico smo nekajkrat premešali z nastavkom za pipete in inkubirali  
10-15 min na sobni temperaturi. Po končani inkubaciji smo počasi in enakomerno po 
kapljicah mešanico pipetirali na celice ter gojitveno ploščo med dodajanjem nežno stresali, 
da se je reagent PolyJet™ enakomerno razporedil po celicah. Sledila je 12-18 ur dolga 
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inkubacija s reagentom PolyJet™ v atmosferi, nasičeni z vodno paro in 5 %  CO2 na 37 ºC, 
preden smo raztopino okoli celic ponovno zamenjali s kompletnim medijem (slika 6).  
Za optimizacijo protokola je bilo potrebno ugotoviti, koliko celic po transfekciji precepiti v 
eno vdolbinico na plošči s 96 vdolbinicami. Preizkusili smo različno količino celic na 
gojitvenih ploščah, da bi dosegli optimalno število celic za nadaljnje poskuse predvsem, da 
celice ne bi med meritvami v nadaljnjih dneh dosegle prehitro 100 % konfluence. S tem 
namenom smo na gojitvene plošče nacepili različno število celic in spremljali njihovo rast v 
meritvah po poskusu. Preizkusili smo več različnih nacepkov: 
1. 1000 celic/vdolbinico 
2. 2000 celic/vdolbinico 
3. 3000 celic/vdolbinico 
4. 6000 celic/vdolbinico 
5. 9000 celic/vdolbinico 
6. 16000 celic/vdolbinico 
7. 50000 celic/vdolbinico 
Da bi čimbolj izboljšali količino DNA, ki preide v celice in preko tega jakost fenotipa, ki bi 
ga naš plazmid povzročil, smo želeli preizkusiti tudi dve različni količini kompleksa reagenta 
PolyJet™ in plazmidne DNA: 
1. Priporočena količina reagenta PolyJet™ (1,5 µl) in plazmidne DNA 
2. Dvakratna priporočena količina reagenta PolyJet™ (3 µl) in plazmidne DNA 
Vse parametre smo preizkušali na obeh sesalskih celičnih linijah; Huh-7 in Hep-G2. Ker pa 
je celično linijo Hep-G2 veliko težje transfecirati, smo za to celično linijo začeli uporabljati 
protokol za celice, ki jih je težko transfecirati. Pri celični liniji Huh-7 smo se odločili za  
3000 celic na vdolbinico ter dvakratno količino transfekcijskega reagenta. 
Materiali: gojitvene plošče z 12, 24 in 96 vdolbinicami (Eppendorf), Accuchip 
(NanoEnTek), AccuStain Solution T (NanoEnTek), AccuStain Solution N (NanoEnTek), 
nekompletno gojišče DMEM (3,7 g/l NaHCO3, 10 mM Hepes, pH = 7,2) (Sigma), FBS 
(Sigma), tripsin/EDTA (Sigma), streptomicin (Sigma), PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 
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10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH = 7,4), PolyJet™ DNA In Vitro Transfection reagent 
(Sigma).  
 
Slika 6: Shematični prikaz poteka protokola za transfekcijo celic 
4.4.2 Optimizacija protokola transfekcije sesalskih celičnih linij z uporabo PolyJet™ 
DNA In Vitro Transfection reagent za celice, ki jih je težko transfecirati 
Ta protokol se uporabljal za celično linijo Hep-G2, ker velja za celični linijo, ki je ni lahko 
transfecirati.  
Celice smo prešteli z ADAM-MC™ Automatic Cell Counter, da smo v gojitveno flaško 
nasadili ustrezno število, ki je, po inkubaciji  v atmosferi, nasičeni z vodno paro in 5 %  CO2 
na 37 ºC, rezultirala v 95-100 % konfluenci. Po 24 urah smo iz celične kulture ustvarili 
suspenzijo in z ADAM-MC™ Automatic Cell Counter ponovno prešteli število celic. Na 
podlagi koncentracije celic smo pripravili alikvot, ki je vseboval priporočeno število celic 
za gojenje na plošči s 6 vdolbinicami. Nato smo jih 10 min centrifugirali na 150 rot/min in 
odsesali ves supernatant. V eni mikrocentrifugirki smo razredčili izbrano plazmidno DNA v 
100 µl DMEM. V drugi mirkocentrifugirki pa smo reagent PolyJet™ razredčili v 100 µl 
DMEM. Vso mešanico, ki je vsebovala PolyJet™, smo dodali plazmidni DNA in inkubirali 
15 min na sobni temperaturi. Po končani inkubaciji smo resuspendirali celični pelet v 
mešanici PolyJet™ in DNA. Celice smo inkubirali 20 min v atmosferi, nasičeni z vodno 
paro in 5 %  CO2 na 37 ºC preden smo dodali 2 ml kompletnega medija in jih nacepili na 
gojitveno ploščo s 6 vdolbinicami. Ves medij smo odsesali po 8 urah in ga zamenjali z 
ustrezno količino kompletnega medija (slika 6). 
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Tekom magistrske smo preizkusili nekatere različne parametre z namenom optimizacije tega 
protokola. Osrednji problem je bilo število celic, ki smo jih po transfekciji nacepili na ploščo 
s 96 vdolbinicami. Potrebno je bilo upoštevati nadaljnje namene poskusa, zaradi katerih bi 
bilo čim manjše število celic bolj ugodno. Hkrati pa so celice močno odvisne od medsebojnih 
stikov in v nizkih koncentracijah hitro propadejo. Preizkusili smo različno število 
nacepljenih celic v posamezni vdolbinici: 
1. 1000 celic/vdolbinico 
2. 2000 celic/vdolbinico 
3. 3000 celic/vdolbinico 
4. 6000 celic/vdolbinico 
5. 9000 celic/vdolbinico 
6. 16000 celic/vdolbinico 
7. 32000 celic/vdolbinico 
8. 100000 celic/vdolbinico 
Preizkusili smo tudi različne količine reagenta PolyJet™ v kombinaciji s plazmidno DNA: 
1. Priporočena količina reagenta PolyJet™ in plazmidne DNA 
2. Dvakratna priporočena količina reagenta PolyJet™ in plazmidne DNA 
Odločili smo se za protokol, kjer smo na vdolbinico nacepili 6000 celic ter priporočeno 
količino reagenta PolyJet™ in plazmidne DNA . 
Materiali: gojitvene plošče s 6 in 96 vdolbinicami (Eppendorf), gojitvene flaške T75 (TPP), 
Accuchip (NanoEnTek), AccuStain Solution T (NanoEnTek), AccuStain Solution N 
(NanoEnTek), nekompletno gojišče DMEM (3,7 g/l NaHCO3, 10 mM Hepes, pH = 7,2) 
(Sigma), FBS (Sigma), tripsin/EDTA (Sigma), streptomicin (Sigma), PBS (137 mM NaCl, 
2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH = 7,4), PolyJet™ DNA In Vitro 
Transfection reagent (Sigma). 
4.5 MERJENJE METABOLNE AKTIVNOSTI CELIC IN HITROST ZAPIRANJA RAZE 
Metabolno aktivnost smo v okviru magistrske naloge merili z AlamarBlue™ Cell Viability 
reagent in Cell Counting Kit-8 (CCK-8). Namen je bil izmeriti metabolno aktivnost 
transfeciranih celic, saj večja metabolna aktivnost naj bi nakazovala na večje število celic. 
Primerjava metabolne aktivnosti celic, transfeciranih s plazmidom za zapis z izbranimi 
krožnimi RNA, in celic, ki so bile transfecirane le s praznim plazmidom, bi pokazala, če 
izbrana krožna RNA vpliva na proliferacijo celic. 
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4.5.1 Optimizacija merjenja metabolične aktivnosti celic z AlamarBlue™ Cell Viability 
reagent 
AlamarBlue™ Cell Viability reagent je osnovani na redazurinu. Slednji je netoksična 
spojina, ki lahko prehaja preko celične membrane. Je modre barve in ne fluorescira. Celice, 
ki so metabolno aktivne, ga ob vstopu reducirajo v resorufin; spojino, ki je rdeča in močno 
fluorescira. Merimo razliko med obema oblikama z merjenjem ali absorbance ali 
fluorescence. 
Celice transfecirane  po PolyJet™ DNA In Vitro Transfection protokolu smo 24 ur po 
transfekciji precepili na gojitvene plošče s 96 vdolbinicami. Pred precepljanjem pa smo 
celice prešteli s pomočjo ADAM-MC™ Automatic Cell Counter. Nato smo ustvarili 
alikvote tako, da je bilo v vsaki vdolbinici plošče enako število celic, ne glede na plazmid, 
ki ga vsebujejo. Tako smo skušali doseči primerljive meritve na vsaki od plošč. Za vsako 
celično linijo smo vsak plazmid nacepili na 5 plošč in na vsako izmed plošč je bil vsak 
vključen plazmid nacepljen v 10 ponovitvah. Preostanek prostih luknjic na gojitveni plošči 
smo zapolnili z DMEM, da bi čimbolj zmanjšali izhlapevanje medija v inkubatorju. Sledila 
je inkubacija v atmosferi, nasičeni z vodno paro in 5 %  CO2 na 37 ºC. Ob določenih terminih 
smo gojitvene plošče vzeli iz inkubatorja in v vsako vdolbinico dodali po 10 µl 
AlamarBlue™ Cell Viability reagent. Sledila je inkubacija v atmosferi, nasičeni z vodno 
paro in 5 %  CO2 na 37 ºC in nato merjenje absorbance barvila s pomočjo spektrofotometra 
Epoch. Meritve so potekale pri 560 in 600 nm. Na podlagi pridobljenih podatkov smo nato 
preračunali predvideno konfluenco celic po formuli (2):  
𝑅 =
((117216 × 𝐴570) − (80586 × 𝐴600)) × 100
((155677 ×𝑂570) − (14652×𝑂600))
            … (2) 
  R – Redukcija reagenta 
  A570 – absorbanca vzorca pri 570 nm 
  A600 – absorbanca vzorca pri 600 nm 
  O570 – absorbanca ozadja pri 570 nm 
  O600 – absorbanca ozadja pri 600 nm 
Za negativno kontrolo smo uporabljali celice transfecirane s praznim plazmidom, pozitivno 
kontrolo pa je predstavljal plazmid z vključenim zaporedjem circHIPK3 
(hsa_circ_0000284). Za ozadje smo uporabljali le kompletno gojišče, ki smo mu dodali 
reagent. 
Preizkušali smo različne časovne okvirje za merjenje redukcije barvila. Najprej smo 
preizkušali, po koliko urah so razlike med ozadjem in opazovano vdolbinico največje, brez 
da bi prišlo do popolne redukcije reagenta ali drugih napak, ki bi povečale variabilnost 
meritev. Meritve smo zato izvajali 1, 2, 3, 4, 5 in 24 ur po dodatku reagenta. 
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Nadalje nas je zanimalo, koliko časa po transfekciji bodo razlike med fenotipom kontrolnih 
celic in celic, transfeciranih z opazovanimi plazmidi, največje. Ponovno, je daljši časovni 
okvir pomenil večje razlike, a hkrati tudi večjo variabilnost meritev. Meritve smo izvajali 
vsak dan nadaljnih 6 dni po transfekciji. 
Odločili smo se, da izvajamo meritve pet ur po dodatku reagenta AlamarBlue™ 5 dni po 
izvedbi transfekcije. 
Materiali: gojitvene plošče 96 vdolbinicami (Eppendorf), Accuchip (NanoEnTek), 
AccuStain Solution T (NanoEnTek), AccuStain Solution N (NanoEnTek), nekompletno 
gojišče DMEM (3,7 g/l NaHCO3, 10 mM Hepes, pH = 7,2) (Sigma), FBS (Sigma), 
tripsin/EDTA (Sigma), streptomicin (Sigma), PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM 
Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH = 7,4), AlamarBlue™ Cell Viability reagent 
(ThermoFisher). 
4.5.2 Merjenje metabolne aktivnosti celic s Cell Counting Kit-8 (CCK-8) 
CCK-8 raztopina vsebuje WST-8, ki je 2-(2-metoksi-4-nitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-
disulfofenil)-2H-tetrazolijeva mononatrijeva sol. Slednja ob prisotnosti elektronskega 
prenašalca tvori vodotopno formazanovo barvo. CCK-8 se lahko dodaja neposredno 
celicam, brez predhodnega mešanja komponent. WST-8 se reducira s celičnimi 
dehidrogenazami do oranžnega formazana, katerega količino lahko izmerimo z merjenjem 
absorbance, in je sorazmeren s številom metabolno aktivnih celic v vzorcu. 
Po transfekciji smo celice 24 ur inkubirali v atmosferi, nasičeni z vodno paro in 5 %  CO2 
na 37 ºC. Celice smo prešteli z ADAM-MC™ Automatic Cell Counter, da smo določili 
ustrezen alikvot za nadaljnje korake. Nato smo jih s pomočjo multikanalne pipete precepili 
na gojitveno ploščo s 96 vdolbinicami, po 8000 celic na vdolbinico. Med potekom 
alikvotiranja smo celice redno mešali na vibracijskem mešalniku, da bi zagotovili stalno 
enakomerno suspenzijo in čimbolj zmanjšali posedanje. Nezasedene vdolbinice na gojitveni 
plošči smo zapolnili z DMEM, da bi čimbolj zmanjšali izhlapevanje v inkubatorju. Prva 
meritev je potekala 5-6 ur po nasaditvi celic na gojitveno ploščo s 96 vdolbinicami. To smo 
izvedli tako, da smo vsaki vdolbinici dodali po 10 µl reagenta CCK-8. Barvilo je bilo 
potrebno dodati pod kotom 45° in tako, da se nastavki pipete niso dotikali medija, kar bi 
lahko povzročilo tvorbo mehurčkov in motnje v meritvah. Po dodatku barvila smo plošče 
rahlo pretresli, da smo dosegli enakomerno razporeditev barvila. Sledila je dvourna 
inkubacija v atmosferi, nasičeni z vodno paro in 5 %  CO2 na 37 ºC. Nato smo plošče še 
enkrat nežno pretresli, da se je barvilo razporedilo po luknjici. Ploščo smo nato ustavili v 
Epoch spektrofotometer, ki je izvedla meritev absorbance pri 450 nm. Glede na prvo meritev 
smo določili, katere meritve lahko primerjamo med sabo. Potrebno je bilo, da se ob meritvi 
0, torej 5-6 ur po nacepljanju na gojitveno ploščo, meritve v opazovanih vdolbinicami čim 
manj razlikujejo, saj s tem lahko predpostavljamo, da je tam nacepljeno podobno število 
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celic. Pri nadaljnjih meritvah smo nato barvilo dodajali le vdolbinicam, za katere smo pri 
prvi meritvi ugotovili, da ustrezajo parametrom in primerjali le te vzorce med sabo. 
Nadaljnje meritve so potekale po istem postopku vsakih 24 ur. 
Celice, transfecirane s praznim plazmidom, so predstavljale kontrolo našega poskusa. 
DMEM z dodatkom reagenta CCK-8 pa je predstavljal ozadje. 
Materiali: gojitvene plošče s 96 vdolbinicami (Eppendorf), Accuchip (NanoEnTek), 
AccuStain Solution T (NanoEnTek), AccuStain Solution N (NanoEnTek), nekompletno 
gojišče DMEM (3,7 g/l NaHCO3, 10 mM Hepes, pH = 7,2) (Sigma), FBS (Sigma), 
tripsin/EDTA (Sigma), streptomicin (Sigma), PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM 
Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH = 7,4), reagent CCK-8 (Sigma). 
4.5.3 Preizkus hitrosti zapiranja raze (WHA) 
Merjenje hitrosti zapiranja raze (ang. 'wound healing assay) je eden od testov za merjenje 
migracije celic. Pri tem testu se s pomočjo silikonskih vstavkov ustvari 500 µm razo med 
dvema enoplastnima nacepkoma celične linije. Po odstranitvi silikonskega vstavka celice 
začno rasti druga proti drugi. Z opazovanjem pod mikroskopom ugotovimo, koliko časa je 
potrebnega, da celice zaprejo ustvarjeno razo. Meritve izvajamo v rednih časovnih intervalih 
s slikanjem nastale raze. 
Gojitveno ploščo s 24 vdolbinicami smo pripravili tako, da smo v vdolbinice pritrdili IBIDI 
silikonske vstavke. To so majhne silikonske strukture votle kvadrataste oblike, ki jih ena 
stena ločuje na dva prekata. Transfecirane celice smo 24 ur inkubirali v atmosferi, nasičeni 
z vodno paro in 5 %  CO2 na 37 ºC. Po tem pa smo jih prešteli z ADAM-MC™ Automatic 
Cell Counter, da smo jih v ustrezni alikvotih (30 000 celic na vdolbinico za Huh-7 in  
70 000 celic na vdolbinico za Hep-G2) precepili na ploščo znotraj prekatov, ki so jih ustvarile 
silikonske barikade. Za negativno kontrolo smo uporabili celice transfecirane s praznim 
plazmidom. Glede na te smo nato primerjali rezultate meritev ostalih celic. Izven meritev 
smo celice hranili v inkubatorju. Nadaljnje dni smo spremljali rast celic v prekatih in, ko je 
konfluenca dosegla 100 % (navadno 24 ur), smo barikade odstranili. Po odstranitvi barikad 
smo celice slikali z mikroskopom PAULA. Slikanje smo ponovili vsakih 24 ur, dokler se ni 
raza med celicami do konca zaprla. PAULA je avtomatsko preračunal velikost raze med 
celicami na podlagi posnete slike. S tem smo dobili delež zaprtosti razpoke, ki smo ga lahko 
prikazali na grafu.  
Podatke pa smo tudi dodatno analizirali z orodjem ImageJ (ImageJ, 2019). Slednjemu smo 
dodali vmesnik za analizo migracijskih slik (ImageJ-macros, 2019). Z desnim klikom na 
prosta okna za bližnjice smo vmesnik dodali v operativno vrstico. Nato smo z desnim klikom 
na gumb »m« odprli izbirno okno, ki smo ga izpolnili tako da smo pri »method« izbrali 
»variance«, pri »variance filter radius« smo izbrali 10, pri »threshold« smo izbrali 1, pri 
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»radius open« smo izbrali 10 in pri »min. size« smo izbrali 10000 ter obkljukali možnost 
»ignore spatial calibration«. Z izbranimi nastavitvami smo odprli željeno sliko in v meniju 
»image« spremenili njen format v 16-bit. Nato smo s klikom na gumb »m« zagnali analizo. 
Vrednost, ki smo jo pridobili, smo zapisali pod »Area«. Če je bilo vrednosti več, smo sešteli 
vse, ki so se nahajale med črtama, ki jih je pri slikanju dodal mikroskop PAULA. Seštevek 
vseh vrednosti je predstavljal naš končen rezultat meritve. 
Materiali: gojitvene plošče s 24 vdolbinicami (Eppendorf), Accuchip (NanoEnTek), 
AccuStain Solution T (NanoEnTek), AccuStain Solution N (NanoEnTek), nekompletno 
gojišče DMEM (3,7 g/l NaHCO3, 10 mM Hepes, pH = 7,2) (Sigma), FBS (Sigma), 
tripsin/EDTA (Sigma), streptomicin (Sigma), PBS (137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM 
Na2HPO4, 1,8 mM KH2PO4, pH = 7,4), IBIDI silikonski vstavki (IBIDI). 
4.5 PREVERJANJE USPEŠNOSTI TRANSFEKCIJE SESALSKIH CELIČNIH KULTUR 
Kot validacijo pridobljenih rezultatov smo izvedli tudi poskuse, ki bi pokazali, če se je naša 
krožna RNA res nadizražena v transfeciranih celicah. 
4.5.1 Izolacija RNA 
Za namene preverjanja nadizražanja krožne RNA je bilo potrebno najprej iz celic izolirati 
celokupno RNA. Ker so RNA veliko manj stabilne od molekul DNA, je bilo potrebno 
celoten postopek izvajati na ledu, da bi procese razgradnje RNA čimbolj zavrli. Povsod v 
naši okolici so prisotne ribonukleaze; encimi, ki razgrajujejo RNA. Da bi preprečili dostop 
teh encimov do izoliranih vzorcev smo vse delovne površine in rokavice očistili s čistilom 
RNaseZap™ RNase Decontamination Solution (ThermoFisher), ki uniči ribonukleaze ob 
kontaktu. Korak lize celic s trizolom, kakor tudi korake s kloroformom in izopropanolom 
smo zaradi toksičnosti omenjenih spojin izvajali v brezprašni komori. 
Celice, iz katerih smo želeli izolirati RNA, je potrebno najprej lizirati in denaturirati vse 
encime, ki bi lahko razgradili RNA, če ne pride do razgradnje RNA že s strani encimov 
prisotnih v celičnem lizatu. Nato je potrebno od preostanka molekul v celičnem lizatu ločiti 
RNA, kar dosežemo s centrifugiranjem, kjer se proteini naberejo v spodnji organski fazi, 
DNA se nabere v interfazi in RNA preide v zgornjo vodno fazo. Sledi še precipitacija in 
čiščenje RNA. 
Sesalske celice nacepljene na gojitveno ploščo z 24 vdolbinicami (80 000  celic na 
vdolbinico za Huh-7 in 200 000 celic na vdolbinico za Hep-G2) smo najprej dvakrat sprali 
s PBS pufrom in nato resuspendirali v 200 µl trizola, ki povzroči lizo celic in denaturacijo 
proteinov. To suspenzijo smo do izvedbe nadaljnjih korakov lahko shranili na -80 °C.  
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Pred nadaljnjo uporabo je bilo potrebno vzorce odtaliti v vodni kopeli in inkubirati na sobni 
temperaturi 5 min. V brezprašni komori smo dodali 40 µl kloroforma in mešanico dobro 
premešali na vibracijskem mešalniku. Sledilo je 10 min inkubacije na sobni temperaturi ter 
nato 15 min centrifugiranje na 4 °C in 12 000 g. Vodno fazo, ki se je nabrala v zgornji 
polovici mikrocentrifugirke, smo prenesli v novo v naprej ohlajeno mikrocentrifugirko  
(4 °C) in dodali 100 µl izopropanola ter 1 µl glikogena (5 mg/ml) za boljšo vidnost in 
precipitacijo RNA v nadaljnjih korakih. Sledilo je ponovno mešanje na vibracijskem 
mešalniku in 10 min inkubacija na ledu (4 °C). Čiščenje vzorca poteka v 4 enakih korakih, 
kjer smo vzorec najprej centrifugirali 10 min na 4 °C in 12 000 rot/min. Nato smo z ustrezno 
izbiro nastavkov za pipete odpipetirali čim večji del tekočine iz mikrocentrifugirke. Pelet 
smo nato resuspendirali v 1 ml 75 % hladnega etanola in postopek še ponovili. Po končanem 
čiščenju smo vzorec še enkrat centrifugirali in odpipetirali etanol, nato pa pustili, da se suši 
na zraku nadaljnjih 20 min. Ko je ves etanol izhlapel, smo dodali 12 µl vode brez nukleaz, 
resuspendirali in inkubirali mešanico 10 min na 55 °C v termostatu. Na koncu smo še 
izmerili koncentracijo in čistost pridobljene RNA. 
Materiali: trizol (Sigma), RNaseZap™ RNase Decontamination Solution (ThermoFisher), 
kloroform (Sigma), izopropanol (Sigma), etanol (Sigma), glikogen (Ambion). 
4.5.2 Reverzna transkripcija 
Za nadaljnjo uporabo izolirane RNA jo je bilo potrebno prepisati v bolj stabilno zaporedje 
cDNA, s katerim je nato tudi lažje operirati v nadaljnjih korakih. 
Na podlagi meritev koncentracije izolirane RNA smo iz vzorcev odpipetirali 5 µg RNA. Za 
izvedbo reverzne transkripcije smo RNA najprej očistili vseh molekul genomske DNA, ki 
bi lahko bile še prisotne. Sestavne komponente za čiščenje RNA so prikazane v preglednici 
16. Temperaturni režim pa v preglednici 17.  
Preglednica 16: Uporabljene komponente za razgradno DNA v vzorcu izolirane RNA 
Komponenta Volumski delež [µl] 
10x pufer DNazeI 1 
Encim DNAzeI (40 U/µl) 0,25 
Vzorec RNA (do 10 µg) X 
Voda 10 - X 
Preglednica 17: Temperaturni režim za razgradno DNA v vzorcu izolirane RNA 
Število ciklov Faza Temperatura Čas 
1 Encimska reakcija 30 °C 15 min 
1 Inaktivacija encima 75 °C 10 min 
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Za izvedbo reverzne transkripcije smo v mikrocentrifugirko dodali 0,5 µl naključnih 
oligonukleotidov s koncentracijo 500 µg/ml, 1 µl dNTP s koncentracijo 10 mM in dopolnili 
z vodo do 12 µl. Mešanico smo nato segreli na 65 °C za 5 min in hitro ohladili na ledu  
(4 °C). Vsebino mikrocentrifugirke smo kratko centrifugirali, da se je vsa vsebina zbrala na 
dnu in dodali 4 µl 5x pufra ter 2 µl 0,1 M DTT. Vsebino mikrocentrifugirke smo premešali 
in inkubirali 2 min na 25 °C. Nato smo mešanici dodali še 1 µl SuperScript™ II reverzne 
transkriptaze in z vodo dopolnili do 20 µl. Temperaturni režim izvajanja reverzne 
transkripcije je prikazan v preglednici 18. 
Preglednica 18: Temperaturni režim za izvedbo reverzne transkripcije izolirane RNA 
Število ciklov Faza Temperatura Čas 
1 Začetek encimske reakcije 25 °C 10 min 
1 Potek reakcije 42 °C 50 min 
1 Inaktivacija encima 70 °C 15 min 
Materiali: pufer DNAzeI (Roche), encim DNAazeI (Roche), 10 mM dNTP (ThermoFisher), 
Prvo-verižni pufer (ThermoFisher), DTT (ThermoFisher), reverzna transkriptaza 
SuperScript™ II (ThermoFisher) 
4.5.3 Verižna reakcija s polimerazo v realnem času (qPCR) 
Verižna reakcija s polimerazo v realnem času ali kvantitativna verižna reakcija s polimerazo 
je laboratorijska tehnika osnovana na PCR. Z uporabo fluorescentnega barvila  
SYBR® Green I lahko spremljamo naraščanje količine DNA v vzorcu, ki vsebuje izbrano 
zaporedje, medtem ko se pomnožuje v PCR reakciji. Glede na število ciklov PCR reakcije, 
v katerih fluorescenca vzorca doseže prag, lahko primerjamo izražanje opazovane RNA med 
različnimi pogoji. Na koncu pridobimo še talilno krivuljo. Slednja je rezultat višanja 
temperature do točke, ko pride do razpada dvoverižne DNA molekule na dve enoverižni 
molekuli. Posledično se barvilo sprosti in preneha fluorescirati. Ta krivulja je specifična za 
vsako sekvenco in na njeni podlagi lahko ocenimo ali se je v vzorcu res pomnoževala 
opazovana sekvenca. 
Vsak vzorec smo na ploščo nanesli večkrat v kombinaciji z različnimi začetnimi 
oligonukleotidi. Končni rezultat (številka cikla) je smiseln le, če ga lahko primerjamo z 
izražanjem standardnih genov v istem vzorcu pod istimi pogoji izvedbe poskusa, kot same 
qPCR meritve. Za merjenje količine vsakega opazovanega nukleotidnega zaporedja smo 
zato v vzorcu merili še količino ACTB, RPLP0 in PPlB genov z namenom normalizacije. 
Sestavne komponente za izvajanje qPCR reakcije so prikazane v preglednici 19. 
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Preglednica 19: Uporabljene komponente za izvedbo qPCR 
Komponenta Volumski delež [µl] 
2x SYBR® Green I (vključuje tudi dNTP) 10 
Mešanica začetnih oligonukleotidov (5 µM) 2,4 
Vzorčna cDNA 3 
Voda 4,6 
Za izvedbo qPCR smo mešanico nanesli na ploščo s 96 vdolbinicami. Nato smo jo prekrili s 
parafilmom in vsebino luknjic premešali, sledilo je 2 min centrifugiranja  na 2000 obratih. 
Iz vsakega od vzorcev smo trikrat prenesli po 5 µl na ploščo s 384 vdolbinicami tako, da je 
bil vsak vzorec zastopan v triplikatu. Ploščo smo ponovno zaščitili s parafilmom in ovili v  
aluminijasto folijo, da ne bi prišlo do razpadanja barvila. Ponovno smo  2 min centrifugirali 
na 2000 rot/min. Potem smo odstranili parafilm in aluminijasto folijo ter odprtine prekrili z 
optično folijo. Tako pripravljene vzorce smo vstavili v Lightcycler 480. Temperaturni režim 
pomnoževanja DNA je prikazan v preglednici 20. 
Preglednica 20: Temperaturni režim za izvedbo qPCR 
Število ciklov Faza Temperatura Čas 
1 Začetna denaturacija 95 °C 5 min 
45 
Denaturacija 95 °C 10 s 
Prileganje 60 °C 20 s 
Podaljševanje 72 °C 20 s 
1 Talilna krivulja 
95 °C 5 s 
65 °C 60 s 
97 °C ∞ 
1 Ohlajanje 40 °C 30 s 
Rezultat analize je cikel, pri katerem je količina PCR produkta izbranega zaporedja dosegla 
pražno mejo.  
Vsak transfeciran vzorec je bil na ploščo vnesen v treh bioloških replikatih in vsak od 
slednjih je bil razdeljen nadaljno v tri tehnične replikate. Normalizacija je potekala tako, da 
se je izračunalo povprečje ciklov vseh treh tehničnih replikatov za vsako opazovano 
zaporedje v vsakem vzorcu. Nato se je za vsak vzorec izračunala geometrična sredina 
normalizacijskih genov, ki se je odštela od povprečne vrednosti pridobljene za specifično 
nadizražano krožno RNA v vzorcu. Povprečja 3 vzorcev, ki delujejo kot biološki replikati 
smo nato primerjali z netretiranimi triplikati, da smo pokazali spremembo. 
Materiali: plošče s 96 in 384 vdolbinicami (Eppendorf), SYBR® Green I (Sigma), parafilm 
(Bemis), aluminijasta folija, optična folija (Roche). 
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4.6 STATISTIČNA ANALIZA 
Pridobljene podatke smo statistično analizirali, da bi ugotovili ali so razlike med kontrolo in 
opazovanimi parametri statistično značilne ali le posledica naključja. 
4.6.1 F-test 
Z uporabo F-testa smo preverili ali so pridobljeni podatki razporejeni ustrezno z Gaussovo 
krivuljo. Slednje je pogoj za uporabo studentovega t-testa, ki preverja ali so razlike med 
dvema naboroma podatkov značilne ali samo posledica šuma. 
Izvedbo Chi-testa omogoča dodatek za Excel 365 ProPlus imenovan Orodja za analizo.  
4.6.2 T-test 
Studentov t-test pokaže ali se dva neodvisna nabora podatkov med seboj v povprečju 
statistično značilno razlikujeta. Uporabljali smo ga kot osrednjo metodo za določanje 
uspešnosti poskusa. 
Izvedbo t-testa omogoča dodatek za Excel 365 ProPlus imenovan Orodja za analizo.  
4.6.3 Izločanje osamelcev 
Pri naborih, ki so vsebovali po 6 ali več podatkov, smo najbolj izstopajoče podatke odstranili. 
Osamelce smo določili tako, da smo na izbranem naboru podatkov določili kvartile. Prvemu 
kvartilu smo nato odšteli razliko med prvim in tretjim kvartilom pomnoženo z 1,5. Metodo 
smo ponovili s tretjim kvartilom le, da smo tam razliko prišteli. Tako smo določili meje, 
znotraj katerih bi se morali nahajati podatki. Podatke, ki se niso nahajali znotraj meja, smo 
označili za osamelce in iz nadaljnjih analiz izključili. 
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5 REZULTATI 
5.1 PRIPRAVA VEKTORJEV ZA NADIZRAŽANJE KROŽNE RNA 
5.1.1 Pomnožitev zaporedja za krožno RNA 
Pomnožitev izbranih zaporedji smo izvajali s tehniko PCR in uporabo polimeraze Phusion. 
Knjižnici cDNA iz dveh sesalskih celičnih linj; Huh-7 in Hep-G2, sta bili vir DNA za 
pomnoževanje. Uspešno smo pridobili zaporedja hsa_circ_0001806 (432 bp, slika 7), 
hsa_circ_0036044 (539 bp, slika 7), hsa_circ_0004913 (495 bp, slika 7) in 
hsa_circ_0014879 (1059 bp, slika 8). Pravilno velikost pomnoženih zaporedij smo preverili 
z AGE. Pri vseh vzorcih, razen hsa_circ_0014879, se je pri analizi pokazala le ena lisa na 
mestu, ki ustreza predvideni velikosti.  
 
Slika 7: Gelska elektroforezna analiza preverjanja pomnoževanje zapisa za hsa_circ_0001806, 
hsa_circ_0036044, hsa_circ_0004913. Analiza je bila izvedena na 1,2%  agaroznem gelu. Črni puščici 
nakazujeta predvideno velikost pomnoženih zapisov. Hsa_circ_0001806 je prikazana za Hep-G2 (1) in Huh-7 
(2) celično linijo v dolžini 432 bp, hsa_circ_0036044 je prikazana za Hep-G2 (3) in Huh-7 (4) celično linijo v 
dolžini 539 bp, hsa_circ_0004913 pa je prikazana za Hep-G2 (5) in Huh-7 (6) celično linijo v dolžini 495 bp. 
 
Slika 8: Gelska elektroforezna analiza preverjanja pomnoževanje zapisa za hsa_circ_0014879. Analiza 
je bila izvedena na 1,2%  agaroznem gelu. Črna puščica nakazuje predvideno velikost pomnoženega zapisa. 
Hsa_circ_0014879 je prikazana za Huh-7 (1) in Hep-G2 (2) celično linijo v dolžini 1059 bp 
Hsa_circ_0014879 smo za nadaljnje poskuse izolirali iz agaroznega gela in tako zagotovili, 
da imamo le pomnožek, ki ustreza dolžini izbrane krožne RNA. 
5.1.2 Restrikcija in ligacija inserta v plazmid 
Pridobljene pomnožke izbranih krožnih RNA smo vstavili v plazmid pRR-circ s pomočjo 
restrikcije in ligacije. S slednjimi smo nato transformirali bakterijske seve E. coli, preko 
katerih smo plazmide nato pomnožili. Uspešnost smo preverjali s pomočjo tehnike PCR na 
osnovi kolonije in uporabo polimeraze Taq. Uporabili smo iste začetne oligonukletide, kot 
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smo jih uporabili za pomnoževanje. Izjema je hsa_circ_0001806, kjer smo za protismiselni 
začetni oligonukleotid uporabili eno od mest znotraj plazmida, saj je bila ta kombinacija 
začetnih oligonukleotidov bolj kompatibilna s polimerazo Taq. Z metodo AGE smo uspešno 
potrdili prisotnost zaporedja za hsa_circ_0001806 (432 bp, slika 9), hsa_circ_0036044  
(539 bp, slika 10), hsa_circ_0004913 (495 bp, slika 11). Zaporedjem DNA, kjer smo 
pridobili le eno liso ustrezne dolžine na gelu, smo določili nukleotidno zaporedje s 
sekvenciranjem po Sangerju in tako dodatno potrdili vnos inserta v plazmid v pravilni 
orientaciji. Na sliki 12 je shematski prikaz vektorja pRR-circ z vključenim zaporedjem 
krožne RNA. 
 
Slika 9: Gelska elektroforezna analiza preverjanja vključevanja zapisa za hsa_circ_0001806 v plazmid 
pRR-circ. Analiza je bila izvedena na 1,2%  agaroznem gelu. Črna puščica nakazuje predvideno velikost 
pomnoženega zapisa. Do uspešnega specifičnega pomnoževanja je prišlo v stolpcih 1 in 7. Predvidena dolžina 
fragmenta je 432 bp. 
 
Slika 10: Gelska elektroforezna analiza preverjanja vključevanja zapisa za hsa_circ_0036044 v plazmid 
pRR-circ. Analiza je bila izvedena na 1,2%  agaroznem gelu. Črna puščica nakazuje predvideno velikost 
pomnoženega zapisa. Do uspešnega specifičnega pomnoževanja je prišlo v stolpcih 4 in 7. Predvidena dolžina 
fragmenta je 539 bp. 
 
Slika 11: Gelska elektroforezna analiza preverjanja vključevanja zapisa za hsa_circ_0004913 v plazmid 
pRR-circ. Analiza je bila izvedena na 1,2%  agaroznem gelu. Črna puščica nakazuje predvideno velikost 
pomnoženega zapisa. Do uspešnega specifičnega pomnoževanja je prišlo v stolpcih 1 in 8. Predvidena dolžina 
fragmenta je 495 bp. 
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Slika 12: Shematski prikaz vektorja pRR-circ z vključenim zaporedjem hsa_circ_0001806. Plazmidna 
karta je bila narejena s pomočjo programa SnapGene. 
5.2 NADIZRAŽANJE KROŽNIH RNA V SESALSKIH CELICAH 
5.2.1 Optimizacija pogojev transfekcije 
Prvi korak pri preučevanju učinka izbranih krožnih RNA na proliferacijo je bil optimizacija 
pogojev transfekcije. S pomočjo AlamarBlue™ Cell Viability reagent smo določali 
metabolno aktivnost celic. Da bi določili optimalno število celic na vdolbinico, smo 
primerjali razliko v metabolni aktivnosti med celicami, ki so bile transfecirane s praznim 
plazmidom pRR-circ, in celicami, ki so bile transfecirane s plazmidom pRR-circ-circ, ki je 
vseboval zapis za krožno RNA z dokazanim vplivom na proliferacijo: hsa_circ_0000284 
oziroma krajše circHIPK3. 
Najprej smo preverjali vpliv števila nasajenih celic po transfekciji. Čim manjši je bil 
nacepek, tem dlje smo lahko opazovali proliferacijo celic in bolj so se poznale razlike. 
Vendar so se vsi nacepki manjši od 3000 celic/vdolbinico (1000 in 2000 celic/vdolbinico) 
pri obeh celičnih linijah izkazali za prenizke, saj je pogosto prihajalo do apoptoze celic in 
posledično meritve niso bile smiselne. Neustrezni pa so se izkazali tudi nacepki nad  
10 000 celic/vdolbinico (16 000, 32 000, 50 000 in 100 000 celic/vdolbinico) za obe celični 
liniji. Celice so tu prehitro postale popolnoma konfluentne, kar pa je naredilo meritve 
metabolne aktivnosti nesmiselne, saj slednja po 100 % konfluenci ni več odvisna od celične 
proliferacije. Za celično linijo Huh-7, ki ima krajšo lag-fazo po precepljanju, se je za 
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previsok nacepek izkazalo tudi 9000 celic/vdolbinico.  Optimizacija se je tako osredotočila 
na 3000 in 6000 celic/vdolbinico za Huh-7 (slika 13) in 3000, 6000 ter 9000 celic/vdolbinico 
za Hep-G2 (slika 14). Preostali pridobljeni podatki so podani v prilogi A Preglednica 21-24. 
Pri celični liniji Huh-7 izbrani nacepki niso vplivali na povečano metabolno aktivnost zaradi 
circHIPK3, zato smo se odločili uporabljati manjši nacepek (3000 celic/vdolbinico), ker nam 
bo omogočal daljše opazovanje poskusa. Pri celični liniji Hep-G2 pa so bile razlike v 
metabolni aktivnosti med circHIPK3 in praznim plazmidom največje pri srednjem nacepku 
(6000 celic/vdolbinico). 
Učinkovitost transfekcije smo poskušali povečati z večjo količino reagenta PolyJet™, tako 
da smo ocenjevali učinek na spremembo metabolne aktivnosti z reagentom AlamarBlue™. 
Dodatek večje količine reagenta PolyJet™ lahko poveča uspešnost transfekcije in 
posledično tudi poveča nadizražanje vnesene krožne RNA. Povečano nadizražanje pa bi 
imelo veliko bolj izrazit in lažje merljiv fenotip. Vendar prevelika količina reagenta 
PolyJet™ lahko celicam predstavlja tudi dodaten stres, kar lahko vodi v apoptozo. 
Pri celični liniji Huh-7 količina reagenta PolyJet™ ni vplivala na povišano metabolno 
aktivnost zaradi circHIPK3, zato smo se odločili za povečano količino reagenta (slika 15). 
Pri celični liniji Hep-G2 pa je dvojna količina reagenta PolyJet™ izničila učinek circHIPK3 
na metabolno aktivnost celic, zato smo se odločili za priporočeno količino (slika 16). 
Preostali pridobljeni podatki so podani v prilogi A preglednici 28 in 29. 
 
Slika 13: Odvisnost metabolne aktivnosti od števila nacepljenih celic za Huh-7. Graf prikazuje meritve 
metabolne aktivnosti kot odstotek redukcije reagenta AlamarBlue™ v odvisnosti od števila celic/vdolbinico. 
Prikazana je razlika med celicami transfeciranimi s praznim plazmidom pRR-circ (neg. kontrola) ali s 
plazmidom pRR-circ z vključenim zaporedjem circHIPK3  (pozitivna kontrola). Reagent je bil dodan 5 dni po 
transfekciji, meritve pa so bile izvedene 5 ur po dodatku reagenta. Stolpci predstavljajo povprečno vrednost 10 
meritev s pripadajočo standardno deviacijo. Statistično značilnost od pRR-circ smo izračunali s pomočjo t-
testa: *<0,05; **<0,005; ***<0,0005. 
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Slika 14: Odvisnost metabolne aktivnosti od števila nacepljenih celic za Hep-G2. Graf prikazuje meritve 
metabolne aktivnosti kot odstotek redukcije reagenta AlamarBlue™ v odvisnosti od števila celic/vdolbinico. 
Prikazana je razlika med celicami transfeciranimi s praznim plazmidom pRR-circ (neg. kontrola) ali s 
plazmidom pRR-circ z vključenim zaporedjem circHIPK3  (pozitivna kontrola). Reagent je bil dodan 5 dni po 
transfekciji, meritve pa so bile izvedene 5 ur po dodatku reagenta. Stolpci predstavljajo povprečno vrednost 10 
meritev s pripadajočo standardno deviacijo. Statistično značilnost od pRR-circ smo izračunali s pomočjo t-
testa: *<0,05; **<0,005. 
 
Slika 15: Odvisnost metabolne aktivnosti od količine uporabljenega reagenta PolyJet™ za Huh-7. Graf 
prikazuje meritve metabolne aktivnosti kot odstotek redukcije reagenta AlamarBlue™ v odvisnosti od količine 
reagenta PolyJet™ uporabljenega v transfekciji celic; 1x predstavlja priporočeno količino 1,5 µl na 0,5 µg 
DNA, 2x pa 3 µl na 0,5 µg DNA. Prikazana je razlika med celicami transfeciranimi s praznim plazmidom 
pRR-circ (neg. kontrola) ali s plazmidom pRR-circ z vključenim zaporedjem circHIPK3 (pozitivna kontrola). 
Reagent je bil dodan 5 dni po transfekciji, meritve pa so bile izvedene 5 ur po dodatku reagenta. Stolpci 
predstavljajo povprečno vrednost 10 meritev s pripadajočo standardno deviacijo. 
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Slika 16: Odvisnost metabolne aktivnosti od količine uporabljenega reagenta PolyJet™ za Hep-G2. Graf 
prikazuje meritve metabolne aktivnosti kot odstotek redukcije reagenta AlamarBlue™ v odvisnosti od količine 
reagenta PolyJet™ uporabljenega v transfekciji celic; 1x predstavlja priporočeno količino 1,5 µl na 0,5 µg 
DNA, 2x pa 3 µl na 0,5 µg DNA. Prikazana je razlika med celicami transfeciranimi s praznim plazmidom 
pRR-circ (neg. kontrola) ali s plazmidom pRR-circ z vključenim zaporedjem circHIPK3 (pozitivna kontrola). 
Reagent je bil dodan 5 dni po transfekciji, meritve pa so bile izvedene 5 ur po dodatku reagenta. Stolpci 
predstavljajo povprečno vrednost 10 meritev s pripadajočo standardno deviacijo. Statistično značilnost smo 
izračunali s pomočjo t-testa: **<0,005. 
5.2.2 Potrditev nadizražanja krožnih RNA s qPCR 
Po meritvah metabolične aktivnosti smo preverili ali se v celicah opazovane krožne RNA 
nadizražajo. Za ta namen smo iz celic izolirali RNA. Slednjo smo nato prepisali v cDNA in 
s pomočjo tehnike qPCR izmerili količino RNA v prvotnem vzorcu. Izmerjeno količino 
RNA smo nato primerjali s količino RNA v kontrolnih celicah. Slednje so bile transfecirane 
le s praznim plazmidom pRR-circ. Pridobljene vrednosti smo preračunali po formuli (3): 
𝑋 =
𝑣𝑟𝑒𝑑𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑛𝑎𝑑𝑖𝑧𝑟𝑎ž𝑎𝑛𝑒 𝑘𝑟𝑜ž𝑛𝑒 𝑅𝑁𝐴
𝑣𝑟𝑒𝑑𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑘𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒 
            … (3) 
X – razmerje v količini RNA med transfeciranim  in kontrolnim vzorcem 
Za vse opazovane krožne RNA molekule smo potrdili statistično značilno povišanje 
izražanja (slika 17). 
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Slika 17: Preverjanje nadizražanja krožnih RNA v celicah Hep-G2. Graf prikazuje razmerje med celicami 
transfecirani le s pRR-circ plazmidom (kontrola) in celicami transfeciranimi z opazovanimi krožnimi RNA. 
Graf prikazuje povprečje 3 meritev s pripadajočo standardno deviacijo. Statistično značilnost smo izračunali s 
pomočjo t-testa. *<0,05; **<0,005 
5.3 UČINKI NADIZRAŽANJA KROŽNIH RNA NA SESALSKE CELICE 
5.3.1 Učinki nadizražanja krožnih RNA na rast sesalskih celic 
5.3.1.1 Optimizacija analize metabolne aktivnosti z reagentom AlamarBlue™  
Najprej smo določili najugodnejši čas merjenja redukcije reagenta AlamarBlue™ tako, da 
smo meritve izvajali vsako polno uro po dodatku barvila in opazovali kdaj se meritve med 
praznim plazmidom in plazmidom z zapisom za circHIPK3 najbolj razlikujejo. Za obe 
opazovani sesalski celični liniji so bile največje razlike med meritvami 4-5 ur po dodatku 
barvila (slika 18). Preostali pridobljeni podatki so podani v prilogi A preglednici 24, 25 in 
30.  
Morali pa smo določiti tudi koliko dni po transfekciji izvajati meritve metabolne aktivnosti 
celic. Slednje so po precepljanju na ploščo z 96 vdolbinicami takoj po transfekciji manj 
aktivne. Predolga inkubacija pa bi pomenila, da bi celice dosegle 100 % konfluenco in prešle 
v stacionarno fazo, kjer se metabolna aktivnost zmanjša in poveča verjetnost izgube 
plazmida.  
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Slika 18: Določanje časovne točke za izvedbo meritve po dodatku reagenta AlamarBlue™. Graf prikazuje 
odvisnost razlike v metabolni aktivnosti med celicami transfeciranimi s pRR-circ (neg. kontrola) in s 
circHIPK3 (pozitivna kontrola) od časovne točke v kateri je bila izvedena meritev. Celice Huh-7 so bile 
nacepljene 3000 celic/vdolbinico, meritve pa so bile izvedene 5 dan po transfekciji. Metabolna aktivnost je 
prikazana kot odstotek redukcije reagenta AlamarBlue™ v odvisnosti od časa po dodatku reagenta. Graf 
prikazuje srednjo vrednost 10 meritev. Statistično značilnost od pRR-circ smo izračunali s pomočjo t-testa. 
*<0,05; **<0,005; ***<0,0005. 
 
Slika 19: Določanje dneva izvedbe meritve za celično linijo Huh-7. Graf prikazuje meritve metabolne 
aktivnosti kot odstotek redukcije reagenta AlamarBlue™ v odvisnosti od števila dni, ki so minili po 
transfekciji. Celice so bile nacepljene 3000 celic/vdolbinico, meritve pa so bile izvedene 5 ur po dodatku 
reagenta. Graf prikazuje srednjo vrednost 6 meritev. Primerjali smo vrednosti posamezne krožne RNA z 
negativno kontrolo (pRR-circ) za isti dan. Statistično značilnost smo izračunali s pomočjo t-testa: *<0,05. 
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Slika 20: Določanje dneva izvedbe meritve za celično linijo Hep-G2. Graf prikazuje meritve metabolne 
aktivnosti kot odstotek redukcije reagenta AlamarBlue™ v odvisnosti od števila dni, ki so minili po 
transfekciji. Celice so bile nacepljene 6000 celic/vdolbinico, meritve pa so bile izvedene 5 ur po dodatku 
reagenta. Graf prikazuje srednjo vrednost 6 meritev. Primerjali smo vrednosti posamezne krožne RNA z 
negativno kontrolo (pRR-circ) za isti dan. Statistično značilnost smo izračunali s pomočjo t-testa:*<0,05; 
**<0,005. 
Meritve smo zato izvajali v razmiku enega dneva, z začetkom 24 ur po transfekciji. Vse 
meritve so bile izvedene 5 ur po dodatku reagenta AlamarBlue™. Tako pri celični liniji  
Huh-7 (slika 19), kot pri Hep-G2 (slika 20) smo se odoločili, da izvajamo meritev 5 dni po 
transfekciji. Meritve za preostale dni po transfekciji (1-3) so prikazane v prilogi A 
preglednici 26 in 27. 
Po optimizaciji postopka smo meritve učinka izbranih krožnih RNA na metabolno aktivnost 
celic ponovili večkrat. Pri nobeni od krožnih RNA v obeh celičnih linijah nam ni uspelo 
potrditi povišane metabolne aktivnosti zaradi prevelike variabilnosti med tehničnimi 
ponovitvami meritev znotraj istega poizkusa kot tudi med neodvisnimi ponovitvami meritev. 
Zaradi večje preglednosti smo podatke pretvorili v stolpične grafikone tako, da smo prikazali 
le odstopanje od vrednosti, ki smo jo dobili za prazen plazmid pRR-circ (sliki 21 in 22). 
Podatke smo preračunali po formuli (4): 
𝑋 =
𝑣𝑟𝑒𝑑𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑝𝑟𝑖𝑚𝑒𝑟𝑗𝑎𝑛𝑒 𝑘𝑟𝑜ž𝑛𝑒 𝑅𝑁𝐴
𝑣𝑟𝑒𝑑𝑛𝑜𝑠𝑡 𝑝𝑙𝑎𝑧𝑚𝑖𝑑𝑎 𝑝𝑅𝑅 
− 1           … (4) 
X – odstopanje od vrednosti pridobljene za plazmid pRR-circ 
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Slika 21: Razlika v metabolni aktivnosti po transfekciji v celični liniji Hep-G2. Graf prikazuje razliko v 
metabolni aktivnosti med opazovano RNA in negativno kontrolo (pRR-circ). Prikazani sta dve neodvisni 
ponovitvi poizkusa (a, b). Graf prikazuje srednjo vrednost 6 vrednosti s standardno deviacijo. Celice so bile 
nacepljene po 6000 celic/vdolbinico. Metabolna aktivnost je bila izmerjena z redukcijo reagenta AlamarBlue™ 
5. dan po transfekciji, 5 ur po dodatku barvila. Statistično značilnost od pRR-circ smo izračunali s pomočjo t-
testa:*<0.05; **<0.005. 
 
Slika 22: Razlika v metabolni aktivnosti po transfekciji v celični liniji Huh-7. Graf prikazuje razliko v 
metabolni aktivnosti med opazovano RNA in negativno kontrolo (pRR-circ). Prikazane so tri neodvisne 
ponovitve poizkusa (a, b in c). Graf prikazuje srednjo vrednost 6 vrednosti s standardno deviacijo. Celice so 
bile nacepljene po 3000 celic/vdolbinico. Metabolna aktivnost je bila izmerjena z redukcijo reagenta 
AlamarBlue™ 5. dan po transfekciji, 5 ur po dodatku barvila. Statistično značilnost od pRR-circ smo izračunali 
s pomočjo t-testa:*<0.05; **<0.005.  
Glede na pridobljene podatke je razvidno, da biološka variabilnost presega občutljivost 
metode. Pozitivna kontrola (circHIPK3), ki naj bi povečala proliferacijo celic in s tem 
metabolizem ni presegla metabolizma celic transfeciranih z negativno kontrolo (pRR-circ). 
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Poleg tega tudi pridobljeni rezultati niso konsistentni med ponovitvami poskusov ampak 
močno variirajo. Le pri dveh izjemah smo pokazali statistično značilno razliko med vzorcem 
in pRR-circ, vendar še tu ne predvideno povečanje, ampak zmanjšanje. Na podlagi teh 
pridobljenih rezultatov smo se odločili, da opustimo poskuse z reagentom AlamarBlue™. 
Preostali pridobljeni podatki so na voljo v Preglednicah 27 in 31 v prilogi A za celično linijo 
Hep-G2 ter v Preglednicah 26, 32 in 33 za celično linijo Huh-7. 
5.3.1.2 Merjenje metabolne aktivnosti celic s CCK-8 
Ker smo opazili visoko variabilnost med meritvami metabolne aktivnosti z reagentom 
AlamarBlue™, smo zamenjali reagent. Preizkusili smo metodo z uporabo CCK-8. Tu smo 
5 ur po transfekciji izvedli prvo meritev. Na podlagi te smo določili, katere meritve lahko 
primerjamo med sabo. Potrebno je bilo, da se ob meritvi 0, torej 5-6 ur po nacepljanju na 
gojitveno ploščo, meritve v opazovanih vdolbinicami čim manj razlikujejo, saj s tem lahko 
predpostavljamo, da je tam nacepljeno podobno število celic. Pri nadaljnjih meritvah smo 
nato barvilo dodajali le vdolbinicam, za katere smo pri prvi meritvi ugotovili, da ustrezajo 
parametrom in primerjali le te vzorce med sabo. 
Poskus, ki je bil izveden, je nakazoval na razlike v metabolni aktivnosti različno nacepljenih 
celic. Izveden je bil le en uspešen poskus, ki pa je prikazal razlike v metabolni aktivnosti 
tako pri celični liniji Huh-7 (slika 23), kot pri Hep-G2 (slika 24). Vse preostale meritve so 
prikazane v preglednici 34 in 35 v prilogi B. 
 
Slika 23: Preizkus metode z reagentom CCK-8 na celični liniji Huh-7. Graf prikazuje razliko v metabolni 
aktivnosti po transfekciji s praznim plazmidom pRR-circ in plazmidom z zapisom za izbrano krožno RNA v 
celični liniji Huh-7. Celice so bile nacepljene po 3000 celic/vdolbinico. Metabolna aktivnost je bila izmerjena 
z redukcijo reagenta CCK-8 4. dan po transfekciji, 5 ur po dodatku barvila. Graf prikazuje srednjo vrednost 4 
meritev s standardno deviacijo. Statistično značilnost od pRR-circ smo izračunali s pomočjo t-testa. *<0,05. 
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Slika 24: Preizkus metode z reagentom CCK-8 na celični liniji Hep-G2. Graf prikazuje razliko v metabolni 
aktivnosti po transfekciji s praznim plazmidom pRR-circ in plazmidom z zapisom za izbrano krožno RNA v 
celični liniji Huh-7. Celice so bile nacepljene po 6000 celic/vdolbinico. Metabolna aktivnost je bila izmerjena 
z redukcijo reagenta CCK-8 4. dan po transfekciji, 5 ur po dodatku barvila. Graf prikazuje srednjo vrednost 4 
meritev s standardno deviacijo. Statistično značilnost od pRR-circ smo izračunali s pomočjo t-testa. *<0,05; 
**<0,005. 
5.3.2 Učinki transfekcije sesalskih celičnih linij na hitrost zapiranja raze (WHA) 
S tehniko WHA smo preverjali, če krožne RNA vplivajo na invazivnost celic. Meritve 
smo izvajali vsakih 12 ur po odstranitvi silikonskih barikad. Analitika slik pa je bila izvedena 
z ImageJ programom, ki je določil kolikšen del slike še ni preraščen s celicami. Na podlagi 
tega smo nato preračunali razlike med krožno RNA in praznim plazmidom po formuli v 
odstotkih (3). Ponovno smo opazili veliko variabilnost med tehničnimi ponovitvami znotraj 
enega poizkusa kot tudi med neodvisnimi meritvami pri obeh celični linijah (slika 25 in 26). 
Zaradi tega nismo zaznali statistično značilnih razlik v zapiranju raze zaradi nadizražanja 
izbranih krožnih RNA. Sliki 27 in 28 pa sta prikaz slik pod svetlobnim mikroskopom tekom 
poskusa. 
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Slika 25: Rezultati WHA za celično linijo Hep-G2. Graf prikazuje poraščenost raze v odvisnosti od časa. 
Meritve so bile izvedene 24 in 48 ur po transfekciji. Stolpci prikazujejo povprečje 2 meritev s standardno 
deviacijo. Statistično značilnih razlik znotraj posamične časovne točke med kontrolo (pRR-circ) in 
opazovanimi krožnimi RNA ni. 
 
Slika 26: Rezultati WHA za celično linijo Huh-7. Graf prikazuje poraščenost raze v odvisnosti od časa. 
Meritve so bile izvedene 24 in 48 ur po transfekciji. Stolpci prikazujejo povprečje 2 meritev s standardno 
deviacijo. Statistično značilnih razlik znotraj posamične časovne točke med kontrolo (pRR-circ) in 
opazovanimi krožnimi RNA ni. 
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Slika 27: Zapiranje raze pri celični liniji Hep-G2. Površina zaprte raze pri celični liniji Hep-G2 prikazana s 
slikovnim gradivom za: pRR-circ po 24 urah (a) in 48 urah (b), hsa_circ_0001806 po 24 urah (c) in 48 urah 
(d), hsa_circ_0004913 po 24 urah (e) in 48 urah (f) ter hsa_circ_0036044 po 24 urah (g) in 48 urah (h). 
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Slika 28: Zapiranje raze pri celični liniji Huh-7. Površina zaprte raze pri celični liniji Huh-7 prikazana s 
slikovnim gradivom za: pRR-circ po 24 urah (a) in 48 urah (b), hsa_circ_0001806 po 24 urah (c) in 48 urah 
(d), hsa_circ_0004913 po 24 urah (e) in 48 urah (f) ter hsa_circ_0036044 po 24 urah (g) in 48 urah (h).  
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6 RAZPRAVA IN SKLEPI 
6.1 RAZPRAVA 
Različne raziskave so pokazale, da krožne RNA lahko interagirajo z DNA  
(Conn in sod., 2017), mRNA (Ng in sod., 2016), miRNA (Wilusz, 2018) in celo proteini  
(Du in sod., 2017). Interakcije na različnih nivojih translacije in transkripcije prikazuje 
potencial, ki ga te molekule izkazujejo za regulacijo celičnih procesov. Poleg tega so 
raziskovalci dokazali tudi povezavo med izražanjem nekaterih krožnih RNA in fenotipi 
različnih vrst raka (Shabaninejad in sod., 2019). Projekti so se zato usmerili v preverjanje 
različnih krožnih RNA v različnih oblikah raka, med njimi tudi HCC (Qiu in sod., 2019).  
Z namenom razširjanja znanja na tem področju smo se v magistrski usmerili v preučevanje 
vpliva treh krožnih RNA molekul; hsa_circ_0001806, hsa_circ_0004913 in 
hsa_circ_0036044. Slednjega smo preverjali na celičnih linijah, ki so splošno uporabljene 
kot celični modeli za analize v povezavi s HCC; Huh-7 in Hep-G2.  
Na podlagi objavljenih transkriptomskih študij smo pridobili nabor krožnih RNA, iz 
katerega smo izbrali takšne, ki imajo spremenjeno izražanje v HCC. Hsa_circ_0001806 leži 
na 8. kromosomu, znotraj gena CSPP1. Ta gen kodira enega od proteinov povezanih s 
centrosomom in delitvenim vretenom. Njena genomska dolžina je 10218 bp, spojitvena 
oblika (po izrezu intronov) pa 432 bp. Hsa_circ_0004913 leži na 17. kromosomu, znotraj 
gena TEX2. Gen kodira transmembranski protein, ki je najmočneje izražen v testisih in 
postane aktiven med stresom. Genomska dolžina te RNA je 17316 bp, po izrezu intronov pa 
495 bp. Hsa_circ_0036044 pa leži na 15. kromosomu znotraj gena PIAS1. Ta je proteinski 
regulator mnogih celičnih metabolnih poti. Poleg tega ima veliko količino alternativnih 
spojitvenih variant. Genomska dolžina hsa_circ_0036044 je 22859 bp, po izrezu intronov pa 
539 bp. 
Vpliv izbranih krožnih RNA molekul smo preverili na dveh različnih področjih. Najprej smo 
želeli preveriti ali nadizražanje krožnih molekul RNA vpliva na hitrost razmnoževanja celic. 
Nato pa smo preverili tudi ali krožne RNA vplivajo na hitrost migracije celic. 
 6.1.1 Vpliv nadizražanja krožnih RNA na celično proliferacijo 
Uspešno smo pripravili plazmide, ki vsebujejo izbrana zaporedja za izražanje krožnih RNA 
molekulu. Zaporedje smo tudi uspešno vključili v celice in ga tam izražali, kar smo pokazali 
z uporabo qPCR metode. Slednja je pokazala tudi, da se izbrana zaporedja znotraj celice 
zvijejo v predvideno krožno obliko.  
Nadalje smo preučevali vpliv vnesenih plazmidov na metabolizem celic z reagentom 
AlamarBlue™. Preverili smo različne časovne točke, v katerih bi merili metabolno 
aktivnost. Kasneje kot smo merili, bolj se je poznala razlika v proliferaciji celic in lažje smo 
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jo zaznali. Vendar, meritev nismo smeli izvajati, ko so celice že dosegle 100 % konfluenco, 
ker to vpliva na njihovo metabolno aktivnost. Posledično smo določili 5. dan po nacepljanju, 
kot najustreznejšo časovno točko. Podoben miselni proces velja tudi za čas, po dodatku 
reagenta, v katerem merimo, koliko reagenta so celice uspele reducirati. Ponovno smo želeli, 
da je čas čim daljši, a to ne poveča le razlik, ki bi jih povzročile krožne RNA, ampak tudi 
razlike, katerih vzrok je tehnična variabilnost.  
Za veliko oviro pa se je izkazala variacija količine nacepljenih celic, ki smo jih primerjali 
med sabo. Pred nacepljanjem celic v vdolbinice smo jih prešteli. Na podlagi njihovega 
števila smo preračunali kako jih redčiti, da dosežemo ustrezno količino celic v suspenziji za 
enakomeren nanos v vse vdolbinice na opazovani plošči. Vendar je število celic tudi znotraj 
istega poskusa in istih pogojev med vdolbinici variiralo bolj, kot je učinek krožne RNA na 
celice. Neenakomerna nacepljenost je lahko posledica tako človeške napake kot razlik med 
posameznimi celicami. V prvi vrsti so razlogi lahko človeški faktorji; neustrezno 
resuspendiranje, ki je povzročilo neenakomerno razporeditev celic v suspenziji ali na drugi 
strani propad nekaterih celic, lahko pa tudi hitrost in natančnost pipetiranja ter 
neenakomerno in neustrezno stresanje plošče po nanosu celic, kar je povzročilo nabiranje 
celic na sredini vdolbinic in tvorbo ene velike kolonije, kar je lahko vplivalo na njihovo 
morfologijo. Hkrati pa je izvor napake lahko tudi naraven; med različnimi celicami obstajajo 
razlike, v majhnih nacepkih pa pridejo različne lastnosti bolj do izraza. Poleg tega na 
sposobnost celične proliferacije vplivajo tudi pogoji, ki so jim bile celice izpostavljene pred 
nanosom na plošče z 96 vdolbinicami. Za opazovani celični liniji pa je pokazano tudi, da je 
za njihov razvoj ključna prisotnost drugih celic v okolici, torej medceličnih stikov. Nizko 
število celic nasajenih v vdolbinico je omogočilo daljše in natančnejše spremljanje njihove 
rasti, po drugi strani pa se je pogosto izkazalo, da zelo zavira celično rast ali celo povzroča 
propadanje celic.  
Probleme smo skušali reševati na dva načina. Najprej smo poskušali z večjim številom 
poskusov; tako bi, preko statistične obdelave pridobljenih podatkov, pridobili najustreznejši 
prikaz lastnosti celic. Navkljub velikemu številu ponovitev poskusa in relativno velikemu 
številu ponovitev pogojev znotraj poskusa, pa se je uporaba reagenta AlamarBlue™ izkazala 
za neuspešno, saj nismo uspeli zmanjšati variacije, ki smo jo pridobili v rezultatih. 
Posledično smo se pri drugem reagentu; CCK-8 odločili za alternativno metodo. Takoj po 
nacepljanju smo na kontrolni plošči ocenili število celic v posamezni vdolbinici in tako v 
nadaljnjih poskusih primerjali le vdolbinice, kjer se je na prvi plošči pokazalo podobno 
število celic. Tudi slednja metoda je temeljila na nekaterih predpostavkah, ki pa niso nujno 
pravilne. Za izvedbo poskusov smo potrebovali celice nacepljene na toliko plošč z 96 
vdolbinicami, kot je bilo časovnih točk, v katerih smo izvajali meritve, saj lahko posamični 
vdolbinici le enkrat dodamo reagent in izvedemo meritev. Način izvedbe poskusa torej 
predvideva, da je v vseh vdolbinicah, ki se nahajajo na istih koordinatah na vseh ploščah v 
enem poskusu, enako število celic. Slednje pa je, kot je bilo že pri uporabi reagenta 
AlamarBlue™, močno odvisno tudi od človeškega faktorja. 
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Slednja metoda se je izkazala za bolj uspešno, saj so se veliko bolj konsistentno začele kazati 
razlike med kontrolo in opazovanimi krožnimi RNA. Ta način izvedbe poskusa bi bil, na 
podlagi rezultatov, ki smo jih pridobili, ustreznejši za nadaljnje raziskave. 
Uporabili pa bi lahko tudi metode, ki bi na drugačnem nivoju merile vpliv krožnih RNA na 
proliferacijo. Namesto, da smo vpliv preučevali glede na njegov vpliv na celične procese, bi 
lahko opazovali kako vpliva na celico kot celoto z merjenjem števila celic. Ali pa bi gledali 
na molekulskem nivoju; kako interagira in vpliva na druge molekule v celici. 
Najnatančnejša, a hkrati tudi zahtevnejša, bi bila neposredna metoda štetja celic v vsaki 
časovni točki (Morten in sod., 2016). Na ta način bi se izognili merjenju posrednih kazalcev 
proliferacije, kot je metabolna aktivnosti celic. Slednji predpostavlja, da večja metabolna 
aktivnost pomeni večje število celic, kar pa ne drži nujno v vseh primerih. Vendar takšna 
predpostavka omogoča hitrejšo in enostavnejšo izvedbo poskusa, kar omogoči večje število 
ponovitev in tako bolj reprezentativne rezultate. Drug način izvedbe pa bi bilo merjenje 
količine specifičnih celičnih markerjev povezanih s proliferacijo. To bi lahko potekalo 
kompleksnejše z kodiranjem GFP v gene povezane s proliferacijo in merjenje njihovega 
izražanja (Lowder in Oliver, 2001). Ali pa malo enostavneje z merjenjem specifičnih 
proteinov ali mRNA preko prenosa po Westernu ali qPCR (odvisno od opazovane molekule) 
(Morten in sod., 2016). Problem teh metod je, da predpostavljamo, da opazovana krožna 
RNA interagira z molekulo, ki jo opazujemo in ne s katero od tisoč drugih znotraj celice. 
Poleg tega je ta metoda najkompleksnejša od omenjenih treh, kar otežuje izvedbo. 
6.1.2 Vpliv nadizražanja krožnih RNA na celično migracijo 
Pri WHA metodi smo celice nacepili znotraj silikonskih vstavkov in počakali, da prerastejo 
celotno površino znotraj obeh predelov vstavka, preden smo ga odstranili. Zapiranje nastale 
raze smo spremljali z rednim slikanjem.  
Enakomerna velikost silikonskih vstavkov je zagotavljala konstantno širino raze, ne glede 
na število ponovitev. Vendar je bilo za to potrebno natančno izvesti njihovo odstranjevanje, 
ki je lahko povzročilo trganje celici ob robu, kar bi lahko vplivalo na rezultate. Osrednji 
problem pa je predstavljala človeška pristranskost, saj analitik določa na katerem mestu bo 
slikal razo. Želeli smo slikati na istem mestu pri vseh vzorcih, kar bi bilo za ponovljivost in 
primerljivost meritev med različnimi časovnimi točkami najbolje. Ker pa se celice stalno 
delijo je bilo zahtevno poiskati oporne točke, ki bi omogočile orientacijo in tako lociranje 
mesta prvotnega slikanja.  
Metodo bi bilo bolje izvesti z večjim številom ponovitev, kar bi lahko zmanjšalo variabilnost 
rezultatov, ki smo jih pridobili. Poleg tega pa bi lahko z uporabo različnih označevalcev na 
zunanjosti plošč označili, kje izvajamo meritve ter tako zmanjšali vpliv človeškega faktorja. 
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Za nadaljnje poskuse v tej smeri pa bi največjo natančnost zagotovili z uporabo mikroskopa, 
ki si zapolni točke slikanja in jih zna tudi sam ponovno najti. 
Alternativna izvedba pa bi lahko potekala tako, da bi spremljali le eno specifično razo, na 
katero bi bil mikroskop fokusiran skozi celotno obdobje merjenja. Tako ne bi bilo potrebno 
iskati točke slikanja in bi pridobili dejansko vizualno reprezentacijo migracije celic. Tudi ta 
metoda pa ima omejitve, predvsem to, da lahko naenkrat tako opazujemo le en vzorec. Nov 
vzorec bi tako moral priti na vrsto šele, ko bi se raza pri prvem do konca zaprla. V tem 
primeru pa je težje govoriti o enakih pogojih rasti med ponovitvama. Najbolj reprezentativne 
rezultate bi torej pridobili s kombinacijo obeh metod opazovanja celične migracije. 
6.1.3 Zaključki 
Za nadaljnjo raziskovanje bi bilo potrebno čim bolj zmanjšati variabilnost pridobljenih 
podatkov. Zelo dobro se je tu izkazala metoda, ki smo jo uporabljali pri meritvah z 
reagentom CCK-8. Poleg tega pa bi se lahko trudili tudi zmanjšati vpliv človeškega faktorja 
z uporabo računalniško vodenih meritev za štetje celic ali opazovanje zapiranja raze. 
Povečanje števila ponovitev pa bi omogočilo pridobitev statistično bolj reprezentativnih 
meritev.  
Natančnost meritev pa bi lahko zagotovili tudi z uporabo večjega spektra metod, predvsem 
pa meritev drugih vplivov, ki bi jih krožne RNA imele na celice. Smiselno bi bilo preveriti 
ali mogoče povečajo odpornost celic na antibiotike ali molekule, ki zavirajo rast tumorjev. 
Idealno pa bi bilo s pomočjo imunoprecipitacije preveriti mehanizme delovanja opazovanih 
zaporedij RNA, kar bi bolj usmerilo raziskovanje. Hkrati pa bi to tudi povečalo razumevanje 
krožnih RNA in njihovo vlogo v prepletenih metabolnih poteh, kakor tudi njihov vpliv na 
celico.  
Druge študije so vplive na proliferacijo preučevale tudi z izbijanjem genov za opazovano 
krožno RNA (Dang in sod., 2017). Merjenje proliferacije pa so izvajali na podlagi 
luciferazne aktivnosti namesto z uporabo reagentov CCK-8 ali AlamarBlueTM  
(Ma in sod., 2018). Metoda, ki pa je sami nismo uspeli preizkusiti, pa je preverjanje 
invazivnosti celic. Tu namesto, da bi opazovali hitrost gibanja celic, kot to počnemo pri 
WHA metodi, opazujemo hitrost prehajanja celic preko porozne membrane. Na ta način 
merimo invazivnost celic, torej lastnost tumorskih celic, da prehajajo preko epitelija v krvne 
žile in jih nato na drugem mestu zapustijo (Ma in sod., 2018). 
Na preiskovanem področju je še veliko možnosti za nadaljnje raziskave, ki bi pokazale 
povezave med krožnimi RNA in različnimi celičnimi fenotipi. Njihov vpliv na tkiva in v 
končni fazi na osebke, v katerih se izražajo. Ker so prepletene v različne signalne in 
metabolne poti lahko v bližnji prihodnosti razkrijejo veliko manj invazivne in zanesljivejše 
metode diagnostike rakavih obolenj in tako pomagajo mnogim bolnikom po svetu. 
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6.2 SKLEPI 
➢ Uspešno smo klonirali in pripravili zapise za 3 krožne RNA; hsa_circ_0001806, 
hsa_circ_0004913 in hsa_circ_0036044. 
➢ Pokazali smo tudi močno nadizražanje željene krožne oblike pridobljenih zaporedji 
znotraj transfeciranih celic s pomočjo qPCR metode. 
➢ Optimizirali smo metodo transfekcije celic z reagentom PolyJet™ na celičnih linijah 
Huh-7 in Hep-G2, vendar bi bila za nadaljnje poskuse potrebna nadaljnja optimizacija, 
saj velika variabilnost med poskusi močno vpliva na hitrost njihove proliferacije. 
➢ V hipotezah smo predpostavili, da povišano izražanje krožnih RNA vpliva oziroma 
spremeni proliferacijo celic. Na podlagi pridobljenih rezultatov moramo hipotezo 
zavrniti, saj z uporabo reagenta AlamarBlue™ nismo uspeli zaznati statistično značilnih 
razlik med proliferacijo celic transfeciranih s praznim plazmidom in celicami 
transfeciranimi z opazovanimi krožnimi RNA. Spremenjen protokol z uporabo reagenta 
CCK-8 pa je kazal bolj konsistentne rezultate, kar kaže na potrebo po nadaljnjih 
raziskavah z ustreznejšimi metodami. 
➢ V hipotezah smo predpostavili, da povišano izražanje krožnih RNA vpliva oziroma 
spremeni invazivnost celic. To hipotezo smo zavrnili. Migracijo celic po transfekciji 
smo preverjali z WHA metodo, ki pa je imela zaradi premajhnega števila ponovitev 
preveliko variacijo, da bi pridobili statistično značilne rezultate. 
➢ Glede na pridobljene rezultate in druge raziskave na področju obstajajo potencialni 
vplivi krožnih RNA na proliferacijo celic, kar bi lahko vodilo v razvoj biomarkerjev in 
specifičnih terapevtikov pri različnih oblikah raka.  
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PRILOGA A 
Podatki pridobljeni z AlamarBlueTM analizami 
Preglednica 21: Učinek števila nasajenih celic na razliko v metabolni aktivnosti za celično linijo Huh-7. 
Preglednica prikazuje meritve metabolne aktivnosti kot odstotek redukcije reagenta AlamarBlue™ v odvisnosti 
od časa po dodatku reagenta. Prikazana je razlika med celicami transfeciranimi s praznim plazmidom pRR-
circ (neg. kontrola) ali s plazmidom pRR-circ z vključenim zaporedjem circHIPK3 (pozitivna kontrola). 
Preglednica prikazuje srednjo vrednost 10 meritev s pripadajočo standardno deviacijo. Reagent je bil dodan 72 
ur po transfekciji. 
Čas (min) 60 120 180 240 300 360 
Meritve Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD 
9000 
celic/vdolbinico 
(pRR-circ) 
36,429 1,563 39,677 2,011 44,055 2,013 49,076 2,761 60,116 5,144 55,129 3,005 
9000 
celic/vdolbinico 
(circHIPK3) 
36,056 2,313 41,012 1,866 50,094 2,659 56,853 4,946 69,246 5,095 66,341 5,653 
6000 
celic/vdolbinico 
(pRR-circ) 
34,415 2,618 35,404 1,563 38,183 1,507 41,850 2,184 50,569 2,510 43,073 1,372 
6000 
celic/vdolbinico 
(circHIPK3) 
34,765 1,410 39,556 2,936 45,771 4,486 51,274 5,208 64,811 11,765 55,094 2,832 
3000 
celic/vdolbinico 
(pRR-circ) 
35,166 1,946 36,112 2,265 37,880 2,210 39,783 2,286 40,543 1,611 40,576 4,336 
3000 
celic/vdolbinico 
(circHIPK3) 
34,403 2,701 36,346 3,422 38,189 3,852 40,603 3,924 36,498 3,359 38,492 3,369 
Preglednica 22: Učinek števila nasajenih celic na razliko v metabolni aktivnosti za celično linijo Huh-7. 
Preglednica prikazuje meritve metabolne aktivnosti kot odstotek redukcije reagenta AlamarBlue™ v odvisnosti 
od časa po dodatku reagenta. Prikazana je razlika med celicami transfeciranimi s praznim plazmidom pRR-
circ (neg. kontrola) ali s plazmidom pRR-circ z vključenim zaporedjem circHIPK3 (pozitivna 
kontrola).Preglednica prikazuje srednjo vrednost 10 meritev s pripadajočo standardno deviacijo. Reagent je bil 
dodan 96 ur po transfekciji. 
Čas (min) 60 120 180 240 300 360 
Meritve Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD 
9000 
celic/vdolbinico 
(pRR-circ) 
34,846 2,082 42,595 3,706 47,856 4,635 50,973 5,205 54,063 5,079 / / 
9000 
celic/vdolbinico 
(circHIPK3) 
33,277 2,542 45,037 6,026 54,195 8,808 60,408 9,476 64,027 9,440 / / 
6000 
celic/vdolbinico 
(pRR-circ) 
32,622 1,574 35,993 0,602 38,298 1,179 40,257 2,175 42,574 2,505 / / 
6000 
celic/vdolbinico 
(circHIPK3) 
32,570 0,449 39,888 1,654 45,888 2,409 51,215 3,130 55,234 4,009 / / 
3000 
celic/vdolbinico 
(pRR-circ) 
32,366 0,767 33,929 1,163 34,964 1,335 35,934 1,511 36,654 1,460 / / 
3000 
celic/vdolbinico 
(circHIPK3) 
31,680 0,960 34,074 0,468 35,149 0,827 37,321 1,107 38,822 1,240 / / 
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Preglednica 23: Učinek števila nasajenih celic na razliko v metabolni aktivnosti za celično linijo Hep-G2. 
Preglednica prikazuje meritve metabolne aktivnosti kot odstotek redukcije reagenta AlamarBlue™ v odvisnosti 
od časa po dodatku reagenta. Prikazana je razlika med celicami transfeciranimi s praznim plazmidom pRR-
circ (neg. kontrola) ali s plazmidom pRR-circ z vključenim zaporedjem circHIPK3 (pozitivna kontrola). 
Preglednica prikazuje srednjo vrednost 10 meritev s pripadajočo standardno deviacijo. Reagent je bil dodan 72 
ur po transfekciji. 
Čas (min) 60 120 180 240 300 360 
Meritve Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD 
9000 
celic/vdolbinico 
(pRR-circ) 
30,958 2,398 44,968 6,733 53,723 7,769 58,776 7,986 59,990 4,684 65,177 7,557 
9000 
celic/vdolbinico 
(circHIPK3) 
33,618 3,536 45,065 2,643 53,210 2,391 58,054 2,050 62,888 2,081 65,961 2,686 
6000 
celic/vdolbinico 
(pRR-circ) 
30,872 1,392 41,102 3,978 50,993 2,506 56,293 2,547 60,536 2,661 63,721 1,779 
6000 
celic/vdolbinico 
(circHIPK3) 
31,980 2,368 44,843 6,848 52,050 4,934 57,054 4,114 61,023 3,909 63,461 1,823 
3000 
celic/vdolbinico 
(pRR-circ) 
36,707 1,902 47,050 1,727 55,465 2,091 61,305 2,093 66,436 2,960 69,416 2,019 
3000 
celic/vdolbinico 
(circHIPK3) 
34,392 1,236 46,326 2,502 54,571 2,211 60,625 2,458 64,861 2,470 67,905 3,369 
Preglednica 24: Učinek števila nasajenih celic na razliko v metabolni aktivnosti za celično linijo Hep-G2. 
Preglednica prikazuje meritve metabolne aktivnosti kot odstotek redukcije reagenta AlamarBlue™ v odvisnosti 
od časa po dodatku reagenta. Prikazana je razlika med celicami transfeciranimi s praznim plazmidom pRR-
circ (neg. kontrola) ali s plazmidom pRR-circ z vključenim zaporedjem circHIPK3 (pozitivna kontrola). 
Preglednica prikazuje srednjo vrednost 10 meritev s pripadajočo standardno deviacijo. Reagent je bil dodan 96 
ur po transfekciji. 
Čas (min) 60 120 180 240 300 360 
Meritve Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD 
9000 
celic/vdolbinico 
(pRR-circ) 
43,454 4,862 55,774 1,977 59,058 3,505 63,510 0,819 65,214 2,217 / / 
9000 
celic/vdolbinico 
(circHIPK3) 
46,088 5,477 55,474 2,916 60,087 2,412 63,206 0,418 62,943 1,459 / / 
6000 
celic/vdolbinico 
(pRR-circ) 
41,112 9,763 53,056 8,303 57,737 6,424 62,779 4,756 62,885 5,349 / / 
6000 
celic/vdolbinico 
(circHIPK3) 
32,996 2,983 46,915 5,030 53,336 5,379 58,984 3,703 59,621 3,180 / / 
3000 
celic/vdolbinico 
(pRR-circ) 
39,071 7,855 47,766 2,952 55,938 4,370 63,377 5,515 65,605 5,434 / / 
3000 
celic/vdolbinico 
(circHIPK3) 
39,481 5,280 51,032 2,506 58,987 3,166 66,766 4,283 66,879 2,825 / / 
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Preglednica 25: Učinek števila nasajenih celic na razliko v metabolni aktivnosti za celično linijo Hep-G2. 
Preglednica prikazuje meritve metabolne aktivnosti kot odstotek redukcije reagenta AlamarBlue™ v odvisnosti 
od časa po dodatku reagenta. Prikazana je razlika med celicami transfeciranimi s praznim plazmidom pRR-
circ (neg. kontrola) ali s plazmidom pRR-circ z vključenim zaporedjem circHIPK3 (pozitivna kontrola). 
Preglednica prikazuje ponovitev poskusa z istimi parametri. Prikazane so srednje vrednosti 10 meritev s 
pripadajočo standardno deviacijo. Reagent je bil dodan 96 ur po transfekciji.  
Čas (min) 60 120 180 240 300 360 
Meritve Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD 
9000 
celic/vdolbinico 
(pRR-circ) 
31,610 1,428 33,301 1,563 33,387 1,256 37,102 0,962 42,637 0,832 31,610 1,428 
9000 
celic/vdolbinico 
(circHIPK3) 
30,979 1,281 32,376 1,562 32,572 1,566 36,015 0,897 42,011 3,014 30,979 1,281 
6000 
celic/vdolbinico 
(pRR-circ) 
30,535 1,140 31,165 2,145 30,911 1,614 33,613 1,713 37,878 2,752 30,535 1,140 
6000 
celic/vdolbinico 
(circHIPK3) 
31,425 1,626 32,855 1,283 31,894 2,085 34,327 2,056 38,612 2,497 31,425 1,626 
3000 
celic/vdolbinico 
(pRR-circ) 
30,650 0,771 31,002 1,235 29,759 0,983 31,109 1,261 33,421 1,029 30,650 0,771 
3000 
celic/vdolbinico 
(circHIPK3) 
31,000 1,457 30,484 1,416 29,777 1,282 31,796 1,756 33,530 1,515 31,000 1,457 
Preglednica 26: Optimizacija dneva meritve za celično linijo Huh-7. Preglednica prikazuje meritve 
metabolne aktivnosti kot odstotek redukcije reagenta AlamarBlue™ v odvisnosti od dneva po transfekciji. 
Prikazani so rezultati za zaporedja: pRR-circ (neg. kontrola), circHIPK3 (pozitivna kontrola), 
hsa_circ_0001806, hsa_circ_0004913 in hsa_circ0036044. Redukcija je bila merjena 5 ur po dodatku reagenta 
z nacepkom 3000 celic/vdolbinico.  
Čas (dnevi) 1 2 3 4 5 
Meritve Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD 
pRR-circ 36,621 2,274 48,009 1,517 52,066 6,149 51,284 4,168 48,400 7,385 
circHIPK3 36,946 4,188 49,413 2,698 49,653 2,601 48,805 1,751 54,062 5,821 
hsa_circ_0001806 49,003 10,649 55,185 2,255 59,894 2,411 56,388 1,966 68,069 26,911 
hsa_circ_0004913 46,758 9,312 44,886 0,481 45,750 0,350 46,425 1,671 47,504 5,046 
hsa_circ_0036044 36,335 0,806 45,413 0,973 50,255 2,242 49,044 2,498 96,152 46,422 
Preglednica 27: Optimizacija dneva meritve za celično linijo Hep-G2. Preglednica prikazuje meritve 
metabolne aktivnosti kot odstotek redukcije reagenta AlamarBlue™ v odvisnosti od dneva po transfekciji. 
Prikazani so rezultati za zaporedja: pRR-circ (neg. kontrola), circHIPK3 (pozitivna kontrola), 
hsa_circ_0001806, hsa_circ_0004913 in hsa_circ0036044. Redukcija je bila merjena 5 ur po dodatku reagenta 
z nacepkom 6000 celic/vdolbinico. 
Čas (dnevi) 1 2 3 4 5 
Meritve Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD 
pRR-circ 106,013 38,307 78,509 22,334 50,586 1,035 56,750 3,000 45,069 3,699 
circHIPK3 53,114 5,818 83,739 32,956 51,767 3,191 58,582 3,021 60,638 7,621 
hsa_circ_0001806 57,631 12,742 78,131 26,483 53,680 0,834 55,929 6,500 51,087 5,824 
hsa_circ_0004913 98,780 43,636 62,571 18,330 53,836 0,937 61,706 2,450 55,934 5,817 
hsa_circ_0036044 59,126 19,779 82,051 42,424 88,343 33,373 55,089 3,702 47,700 3,502 
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Preglednica 28: Optimizacija količine reagenta PolyJet™ za transfekcijo Huh-7. Preglednica prikazuje 
meritve metabolne aktivnosti kot odstotek redukcije reagenta AlamarBlue™ v odvisnosti od časa po dodatku 
reagenta. Prikazana je razlika med celicami transfeciranimi s praznim plazmidom pRR-circ (neg. kontrola) ali 
s plazmidom pRR-circ z vključenim zaporedjem circHIPK3  (pozitivna kontrola). Redukcija je bila merjena 5 
dni po transfekciji in 5 ur po dodatku reagenta z nacepkom 3000 celic/vdolbinico. Prikazane so srednje 
vrednosti 10 meritev s pripadajočo standardno deviacijo. 
Čas (min) 60 120 180 240 300 600 
Meritve Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD 
1x PolyJet™ 
(pRR-circ) 
/ / / / / / 49,441 4,106 50,275 2,539 73,470 5,910 
1x PolyJet™  
(circHIPK3) 
/ / / / / / 50,410 2,914 51,666 3,463 72,885 5,212 
2x PolyJet™  
(pRR-circ) 
/ / / / / / 45,932 4,544 49,708 3,792 75,313 1,174 
2x PolyJet™  
(circHIPK3) 
/ / / / / / 46,700 4,875 52,066 5,503 77,147 3,128 
Preglednica 29: Optimizacija količine reagenta PolyJet™ za transfekcijo Hep-G2. Preglednica prikazuje 
meritve metabolne aktivnosti kot odstotek redukcije reagenta AlamarBlue™ v odvisnosti od časa po dodatku 
reagenta. Prikazana je razlika med celicami transfeciranimi s praznim plazmidom pRR-circ (neg. kontrola) ali 
s plazmidom pRR-circ z vključenim zaporedjem circHIPK3 (pozitivna kontrola). Redukcija je bila merjena 5 
dni po transfekciji in 5 ur po dodatku reagenta z nacepkom 6000 celic/vdolbinico. Prikazane so srednje 
vrednosti 10 meritev s pripadajočo standardno deviacijo. 
Čas (min) 60 120 180 240 300 600 
Meritve Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD 
1x PolyJet™ 
(pRR-circ) 
60,062 6,953 72,514 6,532 80,548 6,931 84,703 11,542 68,592 12,110 / / 
1x PolyJet™  
(circHIPK3) 
51,495 4,945 69,392 6,419 78,449 5,169 86,594 5,802 86,918 12,433 / / 
2x PolyJet™  
(pRR-circ) 
55,677 10,753 66,019 12,994 79,102 19,783 78,925 14,396 78,925 14,396 / / 
2x PolyJet™  
(circHIPK3) 
50,788 3,390 63,055 5,082 74,319 6,386 79,170 7,324 79,170 7,324 / / 
Preglednica 30: Optimizacija časovne točke za izvedbo meritve po dodatku reagenta AlamarBlue™ za 
Huh-7. Preglednica prikazuje meritve metabolne aktivnosti kot odstotek redukcije reagenta AlamarBlue™ v 
odvisnosti od časa po dodatku reagenta. Prikazana je razlika med celicami transfeciranimi s praznim 
plazmidom pRR-circ (neg. kontrola) ali s plazmidom pRR-circ z vključenim zaporedjem circHIPK3 (pozitivna 
kontrola). Redukcija je bila merjena 5 dni po transfekciji in 5 ur po dodatku reagenta. Prikazane so srednje 
vrednosti 10 meritev s pripadajočo standardno deviacijo. 
Čas (min) 60 120 180 240 300 360 
Meritve Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD 
6000 
celic/vdolbinico 
(pRR-circ) 
32,812 3,803 42,143 6,636 46,975 9,160 50,497 10,658 59,951 14,049 / / 
6000 
celic/vdolbinico 
(circHIPK3) 
38,870 5,365 48,196 3,734 54,098 5,077 59,091 5,448 72,129 7,261 / / 
3000 
celic/vdolbinico 
(pRR-circ) 
28,895 5,131 32,568 6,200 33,950 5,846 35,746 6,077 40,361 6,653 / / 
3000 
celic/vdolbinico 
(circHIPK3) 
31,241 3,559 36,849 3,964 40,287 4,487 43,906 4,953 55,102 7,798 / / 
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Preglednica 31: Meritve redukcije reagenta AlamarBlue™ s strani Hep-G2 celic. Preglednica prikazuje 
meritve metabolne aktivnosti kot odstotek redukcije reagenta AlamarBlue™ v odvisnosti od časa po dodatku 
reagenta. V vsako vdolbinico je bilo nacepljenih 6000 celic. Redukcija je bila merjena 5 dni po transfekciji in 
5 ur po dodatku reagenta. Prikazane so srednje vrednosti 10 meritev s pripadajočo standardno deviacijo. 
Čas (min) 60 120 180 240 300 
Meritve Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD 
pRR-circ / / 56,745 3,674 / / 59,507 6,348 / / 
circHIPK3 / / 54,200 2,700 / / 55,918 3,775 / / 
hsa_circ_0001806 / / 56,364 2,897 / / 62,241 4,739 / / 
hsa_circ_0004913 / / / / / / / / / / 
hsa_circ_0036044 / / 49,322 3,415 / / 49,210 4,506 / / 
Preglednica 32: Meritve redukcije reagenta AlamarBlue™ s strani Huh-7 celic iz dne 12.8.2019. 
Preglednica prikazuje meritve metabolne aktivnosti kot odstotek redukcije reagenta AlamarBlue™ v odvisnosti 
od časa po dodatku reagenta. V vsako vdolbinico je bilo nacepljenih 3000 celic. Redukcija je bila merjena 5 
dni po transfekciji in 5 ur po dodatku reagenta. Prikazane so srednje vrednosti 10 meritev s pripadajočo 
standardno deviacijo. 
Čas (min) 60 120 180 240 300 
Meritve Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD 
pRR-circ / / 48,268 11,348 / / 63,391 19,809 / / 
circHIPK3 / / 52,237 7,246 / / 58,679 5,815 / / 
hsa_circ_0001806 / / 47,294 10,831 / / 52,221 7,746 / / 
hsa_circ_0004913 / / 54,441 10,641 / / 55,594 8,822 / / 
hsa_circ_0036044 / / 51,966 11,891 / / 59,082 11,778 / / 
Preglednica 33: Meritve redukcije reagenta AlamarBlue™ s strani Huh-7 celic iz dne 13.8.2019. 
Preglednica prikazuje meritve metabolne aktivnosti kot odstotek redukcije reagenta AlamarBlue™ v odvisnosti 
od časa po dodatku reagenta. V vsako vdolbinico je bilo nacepljenih 3000 celic. Redukcija je bila merjena 5 
dni po transfekciji in 5 ur po dodatku reagenta. Prikazane so srednje vrednosti 10 meritev s pripadajočo 
standardno deviacijo. 
Čas (min) 60 120 180 240 300 
Meritve Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD 
pRR-circ / / 59,980 13,017 / / 70,091 10,937 / / 
circHIPK3 / / 57,492 10,911 / / 67,703 8,787 / / 
hsa_circ_0001806 / / 44,744 1,892 / / 54,348 1,471 / / 
hsa_circ_0004913 / / 49,188 6,274 / / 60,548 7,582 / / 
hsa_circ_0036044 / / 38,417 2,239 / / 46,966 4,536 / / 
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PRILOGA B 
Podatki pridobljeni z CCK-8 analizami 
Preglednica 34: Meritve redukcije reagenta CCK-8 s strani Huh-7 celic. Preglednica prikazuje meritve 
metabolne aktivnosti kot odstotek redukcije reagenta CCK-8 v odvisnosti od časa po tranfekciji. Glede na 
primerljivost začetnih meritev so vzorci razporejeni v preglednici tako, da podobni skupaj tvorijo vrstico. V 
vsako vdolbinico je bilo nacepljenih 3000 celic. Redukcija je bila merjena 5 ur po dodatku reagenta. Prikazane 
so srednje vrednosti 3 meritev s pripadajočo standardno deviacijo. 
Čas (ure) 4,5 28,5 52,5 76,5 100,5 
Meritve Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD 
pRR-circ 1 0,455 0,026 0,553 0,037 0,629 0,034 1,015 0,035 1,285 0,156 
hsa_circ_0001806 2 0,488 0,042 0,328 0,018 0,523 0,059 0,707 0,045 1,078 0,081 
pRR-circ 2 0,401 0,038 0,540 0,012 0,524 0,017 0,650 0,038 1,109 0,230 
hsa_circ_0001806 3 0,401 0,008 0,418 0,024 0,458 0,009 0,815 0,024 1,468 0,041 
pRR-circ 3 0,489 0,067 0,410 0,023 0,585 0,016 0,775 0,062 1,283 0,117 
hsa_circ_0001806 1 0,493 0,005 0,433 0,036 0,596 0,069 0,770 0,039 1,288 0,091 
hsa_circ_0036044 1 0,507 0,025 0,502 0,053 0,749 0,016 0,912 0,123 1,578 0,182 
Preglednica 35: Meritve redukcije reagenta CCK-8 s strani Hep-G2 celic. Preglednica prikazuje meritve 
metabolne aktivnosti kot odstotek redukcije reagenta CCK-8 v odvisnosti od časa po tranfekciji. Glede na 
primerljivost začetnih meritev so vzorci razporejeni v preglednici tako, da podobni skupaj tvorijo vrstico. V 
vsako vdolbinico je bilo nacepljenih 6000 celic. Redukcija je bila merjena 5 ur po dodatku reagenta. Prikazane 
so srednje vrednosti 3 meritev s pripadajočo standardno deviacijo. 
Čas (ure) 4,5 28,5 52,5 76,5 100,5 
Meritve Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD Povprečje SD 
pRR-circ 2 0,571 0,022 0,536 0,026 0,656 0,041 1,021 0,059 1,496 0,072 
hsa_circ_0001806 1 0,599 0,014 0,684 0,003 1,038 0,036 1,523 0,042 2,033 0,012 
hsa_circ_0001806 3 0,523 0,027 0,723 0,043 0,989 0,031 1,408 0,186 2,186 0,050 
hsa_circ_0036044 1 0,536 0,014 0,523 0,023 0,849 0,051 1,326 0,077 1,838 0,024 
pRR-circ 3 0,672 0,032 0,507 0,089 0,654 0,037 1,210 0,009 1,686 0,057 
hsa_circ_0001806 2 0,638 0,026 0,647 0,053 0,989 0,097 1,062 0,178 1,804 0,025 
 
